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5APSTRAKT
Parodontalna oboljenja su široko rasprostanjena u celom svetu i u velikoj meri
narušavaju oralno zdravlje, kako u razvijenim tako i u nerazvijenim zemljama.
Parodontopatije su hronična inflamatorna oboljenja potpornog aparata zuba koja usled
razaranja dubljih parodontalnih tkiva mogu da rezultiraju gubitkom zuba. Etiologija
parodontopatije je polimikrobna po svojoj prirodi. Opisano više od 700 različitih vrsta
mikroorganizama koje naseljavaju usnu duplju, od kojih je oko 400 izolovano iz
subgingivalne regije. Međutim, samo nekoliko bakterijskih vrsta je dovedeno u vezu sa
parodontopatijama, među kojima je i Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Ovaj
parodontopatogen se smatra veoma važnim u etiologiji parodontopatije, odnosno da
doprinosi kako inicijaciji tako i progresiji destrukcije parodontalnih tkiva. Cilj ove
studije je bio da se ispita prisustvo, karakteristike i toksična aktivnost bakterije A.
actinomycetemcomitans poreklom iz subgingivalnog dentalnog plaka, kod obolelih od
parodontopatije kao i kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom. Kod svih
ispitanika uključenih u studiju, evidentiran je parodontalni status i nivo oralne higijene
verifikacijom kliničkih parametara: dubinom sondiranja (DS u mm), nivoom pripojnog
epitla (NPE u mm), krvarenjem na provokaciju (KNP) i plak indeksom (PI). Pulovani
uzorci subgingivalnog dentalnog plaka su se koristili za kultivaciju i molekularne
analize bakterije A. actinomycetemcomitans. Kultivacijom dobijene kolonije su
selektovane u cilju identifikacije bakterije A. actinomycetemcomitans, sekvenciranjem
16S rRNK gena. Korišćene su specifične PCR reakcije u cilju genotipizacije
promotorskog operona za leukotoksin, citoletalnog toksina istezanja i serotipizaciju kao
i identifikaciju bakterije A. actinomycetemcomitans umnožavanjem dela gena za 16S
6rRNK. Ispitivan je uticaj bakterije A. actinomycetemcomitans na inhibiciju rasta
ekstravilusne trofoblastne ćelijske linije HTR-8/SVneo.
Statistički značajne razlike posmatranih kliničkih parametara su bile prisutne među
grupama ispitanika. Srednje vrednosti dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela u A
grupi su bile statistički značajno veće u odnosu na H grupu, dok se srednje vrednosti
KNP nisu statistički značajno razlikovale. Oboleli od parodontopatije (A i H grupa) su
imali statistički značajno veće srednje vrednosti svih posmatranih kliničkih parametara
u odnosu na grupu zdravih ispitanika. Identifikacija bakterije A. actinomycetemcomitans
konvencionalnim PCR reakcijama za 16S rRNK pomoću jednog prajmera specifičnog
za vrstu i jednog univerzalnog prajmera se pokazala neefikasnom, jer su PCR produkti
na očekivanim visinama dobijeni i u slučaju A. segnis, A. aphrophilus, Campylobacter
gracillis, Capnocytophaga i Bacillus turigiensis. PCR reakcijama je dokazana
dominantnost serotipa e među A.actinomycetemcomitans kliničkim izolatima, kao i da
izolati ne pripadaju hiperleukotoksičnom fenotipu. Prisustvo nijednog cdt gena nije
potvrđeno PCR analizama. Infekcija bakterijom A. actinomycetemcomitans je dovela do
inhibicije rasta ekstravilusne trofoblastne ćelijske linije HTR-8/SVneo. Međutim,
neophodna su dalja istraživanja koja će pokazati koja vrsta ćelijske smrti nastupa kao
rezultat infekcije-apoptoza ili autofagija.
Istraživanja su pokazala da A. actinomycetemcomitans sojevi imaju različite fenotipove,
patogenetske mehanizme i funkcionalne uloge u zajednicama mikroorganizama
subgingivalne regije što može da rezultira različitim obrazcima veze sa oboljenjem.
Ključne reči: A. actinomycetemcomitans, parodontopatija, PCR, kultivacija, trofoblasti
Naučna oblast: Stomatologija
Uža naučna oblast: Parodontologija
UDK broj: 616.311.2-002:579.61(043.3)
7ABSTRACT
Periodontal diseases are widely distributed in the world and represent a major oral
health problem both in developed and in developing countries. These chronic
inflammatory diseases are characterized by the destruction of tooth supporting tissues. It
is commonly accepted that dental plaque bacteria are the primary etiologic agents of
periodontal disease. More than 700 species have been detected in the oral cavity in
different individuals. Approximately 400 of these species have been isolated from
different subgingival microenvironments. However, only a few species have been
associated with the disease. From these bacteria specifically associated with destructive
disease, Aggregatibacter actinomycetemcomitans is considered as one of the bacterial
species of etiological importance in periodontitis and has contributed to the initiation
and/or progression of destructive forms of periodontitis. The aim of this study was to
evaluate the occurance characteristics and toxic activity of A.  actinomycetemcomitans
in the subgingival biofilm in subjects with periodontal health and disease. Periodontal
status of all included subjects was evaluated during the initial screening visit. A full-
mouth clinical examination was performed in each patient using a manual probe and the
following parameters were recorded at six sites per tooth: probing depth (PD in mm),
clinical attachment loss (CAL in mm), bleeding on probing (BOP) and plaque index
(PI). Pooled samples of subgingival plaque were taken for culture-based identification
of microorganisms and further molecular analysis. Colonies suspected to be A.
actinomycetemcomitans were selected for molecular identification using 16S rRNA
gene sequencing. Genotyping was performed by polymerase chain reactions specific to
the ltx promotor region, serotype-specific and cdt region and by sequencing of 16S
rRNA. Cytotoxicity was examined on extravillous trophoblast cell line HTR-8/SVneo.
8The three groups demonstrated statistically significant differences regarding clinical
parameters examined in the whole dentition. The subjects in AP group showed higher
mean PD and CAL values in comparison with CP group indicating a more severe level
of periodontal disease, while BOP values did not show significant difference. Diseased
subjects had significantly higher full-mouth bleeding score compared with healthy
controls. Identification of A. actinomycetemcomitans in conventional PCR for 16S
rRNA with one species-specific and one universal primer was inconclusive because
almost identical signal with A. segnis, A. aphrophilus, Campylobacter gracilis,
Capnocytophaga and Bacillus turigiensis was obtained. PCR analysis showed that
serotype e was overrepresented, the ltx promoter region was amplified and the cdtABC
in A. actinomycetemcomitans isolates was absent. Infection coused by A.
actinomycetemcomitans resulted with cell growth inhibition of extravillous trophoblast
cell line HTR-8/SVneo, but further investigation are needed to determine what type of
cell death had occurred-apoptosis or autophagy.  It seems plausible that A.
actinomycetemcomitans strains are distinct in their phenotypes, pathogenic mechanisms
and functional roles in the subgingival microbial communities, which may result in
different patterns of disease association.
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Oboljenje parodoncijuma je zajednički termin za inflamatorna stanja potpornog
aparata zuba koje nastaje kao odgovor domaćina na prisustvo bakterija na površinama
zuba u predelu dento-gingivalnog kompleksa (Pihlstrom i sar., 2005). Bakterije koje
kolonizuju čvrste površine u usnoj duplji ulaze u sastav dentalnog biofilma ili dentalnog
plaka.
Relativno blaga forma oboljenja parodoncijuma, poznata kao gingivitis, je
praćena inflamatornim promenama u gingivi. Gingivitisi nastali kao posledica
akumulacije dentalnog plaka imaju reverzibilan karakter, odnosno svakodnevno i
pravilno uklanjanje dentalnog plaka u okviru održavanja oralne higijene može da
dovede do potpunog ozdravljenja gingive (Löe i sar., 1965; Theilade i sar., 1966).
Parodontopatije su hronična inflamatorna oboljenja potpornog aparata zuba koja
usled razaranja dubljih parodontalnih tkiva mogu da rezultiraju gubitkom zuba. Većina
parodontopatija klinički se manifestuje inflamacijom i recesijom gingive, parodontalnim
džepovima sa izraženim gnojenjem i stvaranjem subgingivalnih konkremenata na
korenu zuba. Inflamatorni procesi u parodoncijumu dovode do destrukcije ovih tkiva što
se klinički manifestuje labavljenjem i migracijom zuba, a u završnoj fazi i ispadanjem
zuba. Ovi simptomi i znaci su redovno prisutni u skoro svim kliničkim formama
parodontopatija, ali nisu podjednako izraženi. Povećanjem obima destrukcije
parodontalnih tkiva nastaju funkcionalne smetnje. Moguća pojava različitih
komplikacija (koje su po pravilu praćene bolom) upozoravaju bolesnika na bolest i
primoravaju ga da zatraži lekarsku pomoć.
2 Postoje različite kliničke forme parodontopatije. Epidemiološka istraživanja su
pokazala da je najzastupljenija klinička forma parodontopatije hronična parodontopatija
koju karakteriše spor i postepen gubitak parodontalnih tkiva (Armitage, 2004; Baelum,
1998; Brown & Löe, 1993). Za razliku od ove kliničke forme, agresivne parodontopatije
koje mogu da se jave u lokalizovanoj ili generalizovanoj formi, karakteriše brz i obiman
gubitak parodontalnih tkiva. Agresivne parodontopatije najčešće nastaju u ranom
uzrastu, mada su istraživanja pokazala da destruktivni procesi u parodoncijumu mogu
da poprime agresivan karakter u bilo kojoj životnoj dobi  (Armitage, 1994, 2004). Kod
mladih osoba bolest se javlja oko puberteta i zahvata prve stalne molare i centralne
incizive i može da rezultira iskompromitovanom funkcijom ovih zuba već u periodu
adolescencije.
1.1.1. Savremena klasifikacija parodontopatija (Armitage, 1999)
I. Hronična parodontopatija (ranije Parodontopatija odraslih ili
sporonapredujuća parodontopatija) (Slika 1.2)
II.          Agresivne parodontopatije ( ranije Juvenilna parodontopatija) (Slika 1.3)
          1. Lokalizovana
                             2. Generalizovana
III. Parodontopatija udružena sa sistemskim oboljenjima
IV.       Ulceronekrozna parodontopatija (Slika 1.4)
3Slika 1. 1. Zdrav parodoncijum
Slika 1.2. Hronična parodontopatija
3a
4Slika 1.3a. Agresivna parodontopatija. Pacijentkinja 30 godina starosti, pušač
Slika 1.3b. Digitalni ortopantomogram iste pacijentkinje
Slika 1.4. Ulcero-nekrozna parodontopatija
       1. 3a
1. 3b
51.1.2. Etiologija parodontopatija
Dentalni plak je glavni etiološki faktor u nastanku gingivita i parodontopatije.
Dentalni plak je dinamičan i ekstremno kompleksan oralni biofilm. Predstavlja
ekosistem gde zajednice različitih mikrobnih vrsta formiraju mikroniše koje se razlikuju
u sastavu i metaboličkim aktivnostima. Dentalni plak se opisuje kao organska,
bakterijska, bezbojna i opalescentna meka naslaga koja se akumulira na zubima, ali i na
drugim mestima u usnoj duplji.
Najznačajniji sastavni deo dentalnog plaka čine mikroorganizmi. Više od 700
različitih bakterijskih vrsta je detektovano u usnoj duplji kultivacijom ili  primenom
molekularnih metoda koje se baziraju na analizi bakterijske DNK (Aas i sar., 2005;
Kroes i sar., 1999; Moore i sar., 1985; Paster i sar., 2001). Mnoge od ovih vrsta su
nađene u dentalnom plaku, ali je tačan broj i identitet onih vrsta koje su direktno
uključene u etiologiju parodontopatija još uvek kontraverzan. Parodontopatogena
svojstva su bila pripisana širokom (Marsh, 1994; Theilade, 1986) ili uskom (Slots &
Listgarten, 1988; Socransky, 1977) spektru bakterija, uglavnom Gram-negativnim,
asaharolitičkim i proteolitičkim vrstama koja se razmnožavaju i povećavaju svoj
patogeni potencijal u ekološkim uslovima koji vladaju u akumuliranom dentalnom
plaku. Prema nekim istraživačima, svega nekoliko vrsta (manje od 10) se može smatrati
značajnim parodontalnim patogenom (Haffajee & Socransky, 1994; Slots & Listgarten,
1988; Socransky i sar., 1998; Socransky & Haffajee, 1992, 2005). Pretpostavka da
parodontopatije mogu biti izazvane nekolicinom ili čak samo jednom od mnogih
bakterijskih vrsta u dentalnom plaku, navodi neke istraživače da ove bakterije smatraju
specifičnim parodontalnim patogenima. Preporuka je da se u cilju prevencije i terapije
6oboljenja izvrši eradikacija ovih bakterija primenom antibiotika ukoliko je potrebno
(Haffajee i sar., 1984; Christerson & Zambon, 1993; Pavičić i sar., 1994; Saxsen &
Asikainen, 1993; Slots & Rosling, 1983). Protivnici ovog stava se pozivaju na činjenicu
da je svaka od bakterijskih vrsta koja se smatra parodontopatogenom bila detektovana i
kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom, te bi se na njih trebalo gledati kao na
komensalne organizme koji imaju potencijalnu ulogu oprtunističkog patogena (Marsh,
1994; Theilade, 1986).
1.1.2.1. Specifična i nespecifična teorija delovanja dentalnog plaka
Do sredine prošlog veka bila je prihvaćena tzv. nespecifična teorija delovanja
dentalnog plaka prema kojoj se smatralo da oboljenja parodoncijuma nastaju kao
posledica kumulativnog dejstva svih mikroorganizama dentalnog plaka tokom
određenog vremenskog perioda i usled smanjenog imunološkog odgovora domaćina na
prisutne mikroorganizme (Theilade, 1986). Tu činjenicu su potvrdile mnogobrojne
epidemiološke studije. Tako su neka epidemiološka istraživanja pokazala da se broj
obolelih od parodontopatija povećava sa godinama starosti i da su u onih osoba u kojih
ima više plaka na zubima više zastupljene parodontopatije. Međutim, neka druga
zapažanja su opovrgla takva mišljenja. Ustanovljeno je da u nekih osoba i pored obilne
akumulacije dentalnog plaka nisu konstatovana obimnija oštećenja parodoncijuma, kao
i da u nekih osoba koje boluju od gingivita nije došlo do progresije inflamacije u dublja
parodontalna tkiva. Istovremeno je konstatovano da se u nekih mlađih osoba u kojih su
prisutne male količine dentalnog plaka na zubima, javljaju izrazito teške forme
7parodontopatije. Takođe je uočeno da se u iste osobe oštećenja parodoncijuma mogu
javiti samo u predelu pojedinih zuba (Listgarten 1976; Westergaard i sar., 1978).
Iz ovog proizilazi da svaki plak ne ispoljava podjednako svoje patogeno dejstvo
na parodoncijum. To ukazuje na specifičnost delovanja dentalnog plaka.
Po nespecifičnoj teoriji delovanja plaka, oboljenja parodoncijuma nastaju pod
uticajem štetnih noksi iz dentalnog plaka. Mnoge bakterijske vrste iz subgingivalnog
dentalnog plaka oslobađaju lipopolisaharid-LPS (Offenbacher & Salvi 1999),
proteolitičke enzime, niz eteričnih masnih kiselina (butiratnu, propionatnu, izobutiratnu)
(Grenier, 1992; Niedermani i sar., 1996; Shah & Gharbia, 1995), kao i sulfide – vodonik
sulfid i metil-merkaptan i dr. (Persson i sar., 1989; Persson i sar., 1990). Ukoliko se radi
o malim količinama dentalnog plaka tada imunskim odgovorom domaćina one mogu
biti savladane. Ukoliko se pak radi o velikim količinama dentalnog plaka tada ogromne
količine štetnih agenasa ne mogu biti savladane imunskim reakcijama. Po ovoj teoriji
bitan je kvantitet dentalnog plaka.
Povoljni terapijski rezultati koji se dobijaju nakon uspostavljanja dobre oralne
higijene i uklanjanja drugih naslaga sa zuba u obolelih od parodontopatije govore u
prilog ove teorije. Uopšte, većina terapijskih procedura koje se preduzimaju u obolelih
od parodontopatije govori u prilog nespecifičnoj teoriji.
Specifična teorija plaka polazi od pretpostavke da nastanak, razvoj i težina
patoloških procesa koji se razvijaju u parodoncijumu zavisi od prisustva različitih i
specifičnih mikroorganizama dentalnog plaka i njihove sposobnosti da produkuju neke
veoma agresivne agense (Loesche, 1979). Era bakteriološke specifičnosti dobila je
zamah u momentu otkrića glavnog prouzrokovača juvenilne parodontopatije, odnosno
izolovanjem bakterije A. actinomycetemcomitans (Genco i sar., 1986; Newman &
8Socransky, 1977; Zambon i sar., 1988). Istovremeno je utvrđeno da je tok
parodontopatije cikličan i da se periodi pogoršanja i aktiviranja inflamatornih procesa
smenjuju sa periodima mirovanja (remisije). U fazama aktiviranja (egzacerbacije)
inflamatornih procesa u parodoncijumu dolazi do znatnog povećanja broja Gram
negativnih bakterija, dok u fazama remisije bolesti u dentalnom plaku dominiraju Gram
pozitivne bakterije.
Obimna istraživanja su takođe pokazala da se parodontopatije ne razvijaju
sinhrono i istovremeno u parodoncijumu svih zuba, niti na svim površinama jednog
zuba.
Dokazano je da na mestima gde je zdrav parodoncijum ili gde je inflamatorni
proces u remisiji postoji razlika u mikrobiološkom sastavu plaka, kao i u ravnoteži koja
je uspostavljena između tih mikroorganizama i gingive domaćina u odnosu na mesta
gde se patološki proces razvija ili je došlo do njegove egzacerbacije.
Iz toga proizilazi da pored mikroorganizama dentalnog plaka postoje i drugi
faktori koji mogu da utiču na promenu kvalitativnog i kvantitativnog sastava dentalnog
plaka i koji utiču na smanjenje imunskog odgovora domaćina.
1.1.2.2. Formiranje i mikrobiološki sastav dentalnog plaka
Proces formiranja dentalnog plaka je predstavljen tačno utvrđenim i strogo
definisanim redosledom kolonizacije mikroorganizama u kojem se tačno određene
mikrobne vrste vezuju za površinu zuba u funkciji vremena (Slika 1.5), i ovaj proces je
identičan za svakog pojedinca (Marsh, 2006). Međutim, sazrevanje dentalnog plaka je
9individualno specifično, tako da se i sastav dentalnog  plaka razlikuje od osobe do osobe
(Kolenbrander i sar., 2006). Prema lokalizaciji u odnosu na ivicu gingive, razlikujemo
supragingivalni i subgingivalni dentalni plak koji se značajno razlikuju po svom
mikrobnom sastavu.
Slika 1.5. Dinamika kolonizacije površine zuba različitim mikrobnim vrstama
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Supragingivalni dentalni plak kolonizuju uglavnom mikroorganizmi usne duplje i
pljuvačke. U njemu dominiraju Gram pozitivni mikroorganizmi.
Subgingivalni dentalni plak kolonizuju uglavnom Gram negativni mikroorganizmi.
Subgingivalna regija (gingivalni sulkus, gingivalni i parodontalni džep) predstavlja
zonu sa relativno stagnirajućim tokom fluida u koji se naseljavaju mikroorganizmi koji
se ne mogu odmah adherirati za površinu zuba. Zbog toga se u ovoj regiji nalazi veliki
broj neadheriranih anaerobnih i pokretnih mikroorganizama. U odnosu na osobine i
faktore virulencije koje poseduju, Socransky i sar. (1998) su svrstali bakterije
subgingivalnog dentalnog plaka u bakterijske komplekse (Slika 1.6). Veliki broj
istraživanja je pokazao da bakterije crvenog i narandžastog kompleksa dominiraju u
subgingivalnom dentalnom plaku obolelih od parodontopatija.
Slika 1.6. Asocijacije subgingivalnih mikrobnih vrsta svrstanih u bakterijske komplekse
na osnovu njihovih osobina, dinamike kolonizacije i faktora virulencije koje poseduju
(Socransky i sar., 1998).
11
Obzirom da je oksidoredukcioni potencijal subgingivalne regije nizak (posebno
parodontalnog džepa) u ovoj regiji opstaju i razmnožavaju se oni mikroorganizmi
kojima odgovaraju ovakvi uslovi (niska koncentracija kiseonika). To su fakultativni i
striktni anaerobni mikroorganizmi. Gingivalni eksudat sadrži veliki broj materija koje
služe mikroorganizmima subgingivalnog plaka za ishranu. Zbog toga gingivalni
eksudat, koji se oslobađa iz inflamirane gingive, može bitno da utiče na floru
subgingivalnog plaka.
Dentalni plak se postepeno uvećava i sazreva razmnožavanjem mikroorganizama
u njemu, kolonizacijom novih bakterija i nagomilavanjem njihovih produkata.
Etiologija parodontopatije je polimikrobna po svojoj prirodi,. Opisano je više od 700
različitih bakterijskih vrsta koje naseljavaju usnu duplju, od kojih više od polovine nije
moguće kultivisati (Paster i sar., 2006). Bilo kakva promena parodontalnog statusa u
smislu poboljšanja ili pogoršanja u tesnoj je vezi sa promenom bakterijskog sastava
subgingivalnog dentalnog plaka. Istraživanja su pokazala da disbioza u usnoj duplji
(predominacija agresivnih parodontopatogena) može da vodi pojavi parodontopatije.
Disbiozu karakteriše smena primarno dominantnih Gram-pozitivnih aeroba Gram-
negativnim anaerobima (tzv. ekološka plak hipoteza; Marsh, 1991). Iz tog razloga je
sasvim opravdano reći da se mikrobiološka testiranja mogu koristiti u cilju postavljanja
dijagnoze kao i da bi se optimizovala terapija, naročito u slučajevima kada je
indikovana antibiotska terapija (agresivne parodontopatije, parodontopatije rezistentne
na terapiju). Primena antibiotika je opravdana kao pomoćni vid terapije u slučajevima
kada pacijent nakon sprovedene kauzalne faze terapije ne pokazuje klinički manifestno
poboljšanje parodontalnog statusa. Antibiotici se u cilju lečenja obolelog parodoncijuma
mogu ordinirati lokalno ili sistemski.
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Samo nekoliko slojeva ćelija pripojnog epitela deli subgingivalno lokalizovane
bakterije od parenteralnog prostora domaćina, i omogućava njihovu intimnu
komunikaciju. Da je oralna kolonizacija parodontopatogena kod naših predaka
rezultirala brzim gubitkom zuba, ovi mikroorganizmi bi izgubili svoju ekološku nišu.
Takođe, gubitak zuba koji imaju krucijalnu ulogu u žvakanju hrane bi ugrozilo
preživljavanje domaćina. Činjenica da su parodontalne bakterije normalni stanovnici
usne duplje kod osoba koje imaju zube govori u prilog tome da su i bakterije i domaćin
razvili toleranciju jedni prema drugima (Asikainen & Chen, 1999).
Nekoliko termina se koristi za klasifikaciju bakterija u odnosu na njihovu
sposobnost da prouzrokuju oboljenje kao i za opisivanje njihove veze sa domaćinom.
Komensalni mikroorganizmi ili pripadnici normalne flore su one bakterije koje su skoro
uvek prisutne u velikom broju, u ili na određenom mestu i kompatibilne su sa
domaćinom. Ove bakterije imaju korist od domaćina, ali mu ne nanose štetu. Rosebury
je predložio da se komensalizam zameni terminom "amfibioza", koji bi označavao čitav
spektar odnosa između simbioze i patogenosti (Rosebury, 1962). Amfibioza označava
stabilno stanje, ali naglašava da se odnos između domaćina i bakterija može promeniti.
Patogeni ili paraziti su egzogenog porekla i definišu se kao bakterije koje su sposobne
da prouzrokuju oboljenje i nanesu štetu domaćinu.
U medicinskoj literaturi konstantno prisustvo komensalnih mikroorganizama u
ili na domaćinu se naziva kolonizacijom, dok se uspešna perzistencija i razmnožavanje
patogena na ili u domaćinu naziva infekcijom. Infekcija ne mora uvek da vodi ka
oboljenju (nosilac i latencija), a i kolonizacija bi mogla da rezultira pojavom bolesti
(oportunističke infektivne bolesti ili endogene infekcije). Dakle, prisustvo određenih
patogenih parodontalnih mikroorganizama ne znači i infekciju, odnosno
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parodontopatogen je potreban ali ne i dovoljan za nastanak i progresiju parodontalnih
oboljenja.
Iako je opšteprihvaćen stav da parodontopatije nastaju kao rezultat polimikrobne
infekcije, 1996. je postignut konsenzus da su Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis i Bacteroides forsythus (sada Tannerella forsithia) sigurni
parodontopatogeni.
Inter-individualna varijacija polimikrobnih oboljenja predstavlja veliki izazov za
kliničare u smislu njihovog lečenja. Da bi efikasno tretirali ova oboljenja neophodno je
razumevanje i poznavanje normalne mikroflore čije bi uspostavljanje bilo glavni cilj
antimikrobne terapije (Ass i sar., 2005). Izazov leži u određivanju šta je normalno za
svakog pojedinca. Istraživanja su pokazala da različite bakterije mogu biti odgovorne za
pojavu oboljenja kod različitih ljudi, što ukazuje na činjenicu da je progresija oboljenja
individualno specifična.
1.1.2.3.  Akcesorni etiološki faktori parodontopatije
Osim dentalnog plaka koji je glavni etiološki faktor u nastanku parodontopatije
postoje i akcesorni etiološki faktori. Akcesorni etiološki faktori u nastanku
parodontopatije mogu biti lokalni i opšti.
Lokalni akcesorni etiološki faktori olakšavaju i ubrzavaju formiranje, retenciju i
akumulaciju dentalnog plaka a istovremeno otežavaju ili onemogućavaju njegovo
uklanjanje u toku održavanja oralne higijene. Na taj način ovi faktori deluju indirektno.
U ove faktore ubrajaju se: druge naslage na zubima, jatrogeni faktori, impakcija hrane,
14
loše navike, morfološka i anatomska odstupanja mekih i koštanog tkiva i ostali lokalni
faktori.
Pored navedenih etioloških faktora jedan od značajnih lokalnih akcesornih
etioloških faktora je i traumatska okluzija koja ubrzava razvoj i povećava obim
patoloških promena u parodoncijumu u toku parodontopatije.
Opšti akcesorni etiološki faktori utiču na smanjenje otpornosti parodoncijuma
prema delovanju mikroorganizama dentalnog plaka. Na taj način olakšavaju delovanje
produkata dentalnog plaka i pojavu inflamacije u parodoncijumu, utičući istovremeno i
na tok parodontopatije. U opšte akcesorne etiološke faktore ubrajaju se: nutritivni
faktori, endokrine bolesti, krvne bolesti, imunološki poremećaji   i drugi opšti faktori.
U etiopatogenezi parodontopatija od značaja je ispoljavanje fenomena sinergizma
delovanja glavnog i akcesornih etioloških faktora. Tako na parodoncijum mogu da
deluju mikroorganizmi zajedno sa lokalnim i opštim akcesornim faktorima. To
udruženo delovanje mikroorganizama i nekih lokalnih faktora (npr. jatrogeni faktori i
morfološka odstupanja u razvoju alveolarne kosti) i opštih faktora (imunološki
poremećaji, npr. AIDS) usloviće brzi razvoj bolesti uz pojavu obimnih i teških
destrukcija u parodoncijumu sa lošom prognozom.
Upravo ovaj sinergizam delovanja brojnih različitih faktora kreira jedinstveni i za
domaćina individualno specifični tzv. biološki fenotip oboljenja, koji se odlikuje nizom
kaskadnih celularnih i molekularnih patogenetskih mehanizama i koji će tokom
vremena rezultirati određenim kliničkim fenotipom, odnosno kliničkom slikom bolesti
(Casanova & Abel, 2004).
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1.2. Generalne karakteristike bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) je Gram
negativni, nepokretan, saharolitičan kokobacil, koji se opisuje kao fakultativno
anaerobni, mikroaerofilni i kapnofilni mikroorganizam.
Početkom '90-ih godina prošlog veka počela je primena molekularnih metoda
baziranih na analizi bakterijske DNK u cilju identifikacije bakterije A.
actinomycetemcomitans. Metoda lančane amplifikacije DNK (PCR metoda) se koristi u
cilju umnožavanja gena za ribozomalne RNK (16S i 23S rRNK) ili drugih tipova gena
(Albandar i sar., 1996; Flemmig i sar., 1995; Gonharoff i sar., 1993; Griffen i sar., 1992;
Poulsen i sar., 2003; Tønjum & Haas, 1993). Takođe, ove metode se danas široko
koriste i u cilju karakterizacije bakterije A. actinomycetemcomitans.
A. actinomycetemcomitans najbolje raste na temperaturi od 37°C u prisustvu 5%
CO2 (Ohta i sar., 1989), dok se optimalni pH kreće u rasponu 7,0 i 8,0 (Sreenivasan i
sar., 1993). U tečnoj podlozi organizam formira izolovane, translucentne granule koje
adheriraju na zidove ili dno epruvete, a medijum ostaje čist. Na krvnom agaru i
selektivnoj TSBV podlozi (Slots i sar., 1982) stvara male, konveksne, translucentne,
cirkularne kolonije, dijametra oko 1mm nakon 2-3 dana. Kolonije imaju diskretno
nepravilne ivice i vrlo su čvrsto pričvršćene za površinu agara. Hrapave su površine i
kada se posmatraju pod svetlosnim mikroskopom uočava se središte u obliku zvezde ili
izgled ukrštenih cigareta. Nakon presejavanja subkulture, zvezdolika struktura obično
izčezne, a kolonije postanu neprovidne, glatke površine i ne urastaju u agar. Ova
transformacija iz hrapavog u gladak fenotip dovodi se u vezu sa gubitkom fimbrija
(Inouye i sar., 1990; Rosan i sar., 1988). Promena fenotipa je demonstrirana posle 7
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dana u tečnoj kulturi (Haase i sar., 2006).  Istraživanja su pokazala da hrapave kolonije
koje poseduju fimbrije bolje adheriraju za površinu hidroksiapatita, kao i za
hidroksiapatit obložen pluvačkom nego glatke kolonije (Rosan i sar., 1988).
A. actinomycetemcomitans je član roda Actinobacillus koji pripada familiji
Pasteurellacae. Prvo ime ovoj vrsti bilo je Bacterium actinomycetem comitans, a dao je
Klinger 1912. godine (Klinger, 1912). Nakon toga, ime se menjalo nekoliko puta; 1929.
godine u Actinobacillus actinomycetemcomitans (Topley & Wilson, 1929) i 1985.
godine u Haemophilus actinomycetemcomitans (Potts i sar., 1985). Od 2006. godine
Actinobacillus actinomycetemcomitans je svrstan u novi rod familije Pasteurellacae,
zajedno sa Haemophilus aphrophylus-om i Haemophilus segnis-om, i nazvan
Aggregatibacter. Danas se ove tri vrste zovu: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Aggregatibacter aphrophilus i Aggregatibacter segnis (Nørskov-Lauritsen & Kilian,
2006).
Prirodno stanište A. actinomycetemcomitans je usna duplja čoveka i drugih sisara
(Asikainen i sar., 1991; Asikainen & Chen, 1999; Beem i sar., 1991; Eke i sar., 1993).
U usnoj duplji čoveka A. actinomycetemcomitans je izolovan iz supra- i subgingivalnog
dentalnog plaka, pljuvačke, a dokazano je njegovo prisustvo i na bukalnoj sluzokoži,
gingivi, jeziku (dorzalnoj i lateralnim površinama), tvrdom nepcu i tonzilama
(Asikainen i sar., 1991; Muller i sar., 2001).
To je prva bakterijska vrsta prepoznata kao mogući parodontopatogen zbog veće
prevalence i prisustva u većem broju u lezijama kod lokalizovane agresivne
parodontopatije. A. actinomycetemcomitans je takođe prisutan i kod osoba obolelih od
hronične parodontopatije, gde je njegova uloga manje jasna.
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 Ovaj mikroorganizam poseduje brojne faktore virulencije među kojima su
leukotoksin, citoletalni toksin istezanja, bakteriocini, adhezini i lipopolisaharid.
1.2.1. Serotipovi bakterije A. actinomycetemcomitans
Izolati A. actinomycetemcomitans su klasifikovani u šest serotipova (a-f) (Kaplan
i sar., 2001). Serološku specifičnost određuje prisustvo O-polisaharida, molekula velike
molekularne mase, koji pored lipida ulaze u sastav lipopolisaharida-LPS (SPAs-serotip
specifični polisaharidni antigen) (Page i sar., 1991).  O-polisaharidi serotipova b, c, e i f
su produkti homologih klastera gena koji se sastoje između 10 (serotip e) i 16 (serotip b)
gena, sa visoko konzerviranim grupama gena na proksimalnim i distalnim krajevima i
jedinstvenim centralnim klasterima gena sa niskim GC sadržajem (Kaplan i sar., 2001).
Klasteri gena koji kodiraju sintezu serotipova a i d su strukturalno nepovezani sa
preostala četiri (Nakano i sar., 2000; Suzuki i sar., 2000).
Klaster gena za serotip d je 13,9-kb fragment lokalizovan samo 2 kb nizvodno od
b, c, e i f klastera gena. Serotip a je kodiran 12,9-kb fragmentom hromozomalne DNK.
Serotip a specifični antigen se sastoji isključivo od 6-deoksiheksoze, 6-deoksi-D-talose
(Shibuya i sar., 1991), koja je jedinstvena među bakterijama. Suzuki i sar. (2001) su
koristeći insercionu inaktivaciju gena odgovornih za sintezu serotipa a, identifikovali
gene koji su odgovorni za sintezu 6-deoksi-D-talose.
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1.2.2. Klonalni diverzitet bakterije A. actinomycetemcomitans i rasni tropizam
Bakterije mogu da izmene genom tako što inkorporiraju DNK okolnih, susednih
ćelija (Ochman i sar., 2000). Genetička struktura bakterija se može klasifikovati kao
klonalna, panmiktična ili epidemična (Maynard i sar., 1993). Retke rekombinacije vode
ka klonalnoj strukturi i u čvrstoj su vezi sa neravnotežom (oboljenjem), dok česte
rekombinacije rezultiraju panmiktičnoj (vrlo izmešanoj) genetičkoj strukturi i relativno
maloj vezi među alelima u okviru genoma. U epidemijskim populacionim strukturama
rekombinacija se pojavljuje vrlo često, a genomi su vrlo izmešani i u maloj su, ili
nikakvoj vezi sa neravnotežom (Maynard i sar., 1993).
Populacione genetičke studije su pokazale da A. actinomycetemcomitans ima
klonalnu genetičku strukturu i da se sastoji iz genetički različitih subpopulacija koji
koreliraju sa poznatim serotipovima (Haubeck i sar., 1995; Kaplan i sar., 2002; Poulsen
i sar., 1994). Etnički različite populacije imaju različitu oralnu mikrofloru, ali se i
sklonost ka nastanku parodontopatije razlikuje. Naime, smatra se da lokalizovana
agresivna parodontopatija (LAP) ustvari predstavlja dva različita oboljenja. U severnoj
Evropi, kod pripadnika bele rase, LAP se dovodi u vezu sa oligoklonalnom populacijom
bakterija, od kojih nijedna nema specifičnu deleciju 530-bp na promotoru gena za
leukotoksin. Najjednostavnija interpretacija ove pojave je da se u okviru
severnoevropske populacije A. actinomycetemcomitans ponaša kao oportunistički
patogen. Mnogo detaljnije populacione studije na pripadnicima crne rase afričkog
porekla otkrile su vezu između LAP i određenog izolata serotipa b koji poseduje
deleciju 530-bp na promotoru gena za leukotoksin. Ova delecija rezultira u
signifikantno većoj produkciju leukotoksina (Brogan i sar., 1994). Ovi izolati pripadaju
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tzv. JP2 klonu, a oboljenje izazvano ovim klonom se smatra endemskim u Maroku.
Studije su pokazale da JP2 klon predilekciono kolonizuje mlađu populaciju, a šablon
kolonizacije nije do kraja razjašnjen (Haubeck i sar., 2001, 2002). Primećeno je da se
kolonizacija JP2 klonom odigrava u ranom uzrastu, dok se ne-JP2 izolati kolonizuju
kasnije (Guthmiller i sar., 2001; Haraszthy i sar., 2000A). Leukotoksična aktivnost
izolata je bila 4 puta veća kod dece uzrasta 6-12 godina u odnosu na izolate nađene kod
adolescenata (13-25 godina) (Tsai & Taichman, 1986). Promena toksičnosti se može
objasniti smenom genotipova, međutim ova pojava je još uvek neistražena i nejasna.
Simultano prisustvo JP2 i ne-JP2 klonova je vrlo česta pojava kod adolescenata u
Maroku, mada je u toku opservacionog perioda u trajanju od 2 godine došlo do gubitka
jednog klona (Haubek i sar., 2009). Ova pojava bi se mogla objasniti kompetitivnim
isključivanjem  međusobno različitih genotipova A. actinomycetencomitans.
Studije su pokazale da je većina nosioca bakterije A. actinomycetemcomitans
kolonizovana samo jednim genotipom ove bakterije. Samo oko 25% populacije nosi
više od jednog klonalnih tipova (Di Rienzo i sar., 1990; Petit i sar., 1993A; van der
Reijden i sar., 2008; van Winkelhoff & Boutaga, 2005).
1.2.3. Putevi transmisije bakterije A. actinomycetemcomitans
Veliki broj studija su pokazale da članove jedne porodice kolonizuje isti klonalni
tip bakterije A. actinomycetemcomitans (Dogan i sar., 2008; van Winkelhoff & Boutaga,
2005).  Intrafamilijarna, tzv. vertikalna transmisija JP2 klona je takođe dokazana
(Bueno i sar., 1998; Haubek i sar., 1997A, 2007; Haubek i Westergaard, 2004). Još
uvek je nepoznato do koje mere bliski kontakt, odnosno deljenje hrane i pića među
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decom ili tinejdžerima može da doprinese transmisiji i diseminaciji bakterje A.
actinomycetemcomitans. Zajednička upotreba četkice za zube nije se mogla dovesti u
vezu sa prenosom bakterije A. actinomycetemcomitans među adolescentima u Maroku
(Haubek i sar., 2005). Međutim, deljenje hrane i pića koje je bilo praćeno razmenom
salive značajno je povećalo rizik, odnosno bilo je u vezi sa prisustvom A.
actinomycetemcomitans i većim vrednostima gubitka pripojnog epitela (Haubek i sar.,
2005).
Kolonizacija usne duplje se odgrava uglavnom u ranom detinjstvu, dok se
kolonizacija novih bakterijskih vrsta/klonalnih tipova kasnije tokom života ne odigrava
lako. Na primer, samo nekoliko tinejdžera u Maroku je bilo inficirano de novo JP2
klonom tokom dvogodišnjeg perioda praćenja (Haubek i sar., 2009). Međutim, nije
sigurno da li se ova kolonizacija dogodila u ranom detinjstvu i da li je prisustvo
bakterije A. actinomycetemcomitans u toku opservacionog perioda bilo ispod
detekcionog limita.
Mogućnost intraoralne transmisije bakterije A. actinomycetemcomitans kod
odraslih pomoću parodontalne sonde iz kolonizovanog u prethodno nekolonizovan
parodontalni prostor je bila istraživana. A. actinomycetemcomitans inokulisan u
gingivalni sulkus nije permanentno kolonizovao ovo mesto, već je bio eliminisan u toku
3 nedelje (Christersson i sar., 1985). Dakle,  šanse da se uspostavljena oralna mikroflora
promeni kolonizacijom novih, "stranih" mikroorganizmima je minimalna.
Da bi uopšte mogli da razumemo šablone kolonizacije i puteve prenošenja, bilo bi
korisno razmotriti moguća mesta u usnoj duplji koja bi A. actinomycetemcomitans
mogao da naseli i da preživi. Istraživanja su pokazala da bi jezik  mogao da bude
potencijalni rezervoar kod vrlo male dece (Tanner i sar., 2002), kao i obrazna sluzokoža
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i tonzile (Haubek i sar., 2006). Sposobnost invazije epitelnih ćelija bukalne sluzokože
omogućava ovom fakultativno anaerobnom mikroorganizmu da opstane u nepovoljim
uslovima. Eksfolijacija epitelnih ćelija obezbeđuje zaštićen put transmisije bakterija i
intraoralno i među domaćinima. Međutim, neophodna su dalja istraživanja u cilju
utvrđivanja potencijalnih mehanizama kolonizacije i transmisije bakterija (Rudney i
sar., 2001, 2005).
1.2.4. Genom bakterije A. actinomycetemcomitans
Roe i sar. su 2002. god. sekvencirali genom bakterije A. actinomycetemcomitans
ATCC 700685 (HK1651, JP2 klon) na Univerzitetu u Oklahomi (Najar, 2002). Genom
se sastoji iz 2 024 943 bp i aktuelna sekvenca u ovom stadijumu reprezentuje 99.8%
genoma. Hromozom je predstavljen jednim cirkularnim molekulom i po veličini je
sličan hromozomu H. influenzae Rd [1,830,137 bp], za koga se smatra da je najbliskiji
rođak bakteriji A. actinomycetemcomitans.
Analizom genoma bakterije A. actinomycetemcomitans utvrđeno je 1877 ORF-
ova (engl. Open Reading Frame) od kojih 32% (600 ORF-ova) ima nepoznatu funkciju i
nazivaju se neidentifikovani ORF-ovi (uORFs). Dvadeset procenata ovih uORFs su
jedinstveni za A. actinomycetemcomitans, dok su preostalih 80% homologi ORFs
drugih organizama. Od ukupnog broja ORFs, 38 (2%) ima homologiju sa poznatim
faktorima virulencije drugih organizama, pa se oni, shodno tome, smatraju faktorima
virulencije ovog organizma.
Sadržaj GC u genomu je nizak i iznosi prosečno 48%. Regioni kao što je tad
operon imaju različit sadržaj GC (Kachlany i sar., 2000), što se obično uzima kao dokaz
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skorašnjeg preuzimanja konkretnog segmenta genoma od drugog organizma
mehanizmom horizontalnog transfera.
Sekvenciranjem DNK ustanovljeno je da je 63% genoma A.
actinomycetemcomitans homologo sa H. influenzae (Ward i sar., 2001), pa bi se
reklasifikacija A. actinomycetemcomitans u rod Haemophilus smatrala vrlo
opravdanom.
1.2.5. Imunomodulatorni efekti bakterije A. actinomycetemcomitans
A. actinomycetemcomitans sekretuje veliki broj proteina (Kirby i sar., 1995) i
proteomska studija je otkrila da se kompozicija ovih sekretovanih proteina modifikuje
okruženjem kulture (Fletcher i sar., 2001). Studije su pokazale da A.
actinomycetemcomitans može da aktivira i T i B ćelije kod osoba obolelih od LAP-e.
Sekretovani produkti (Nishihara i sar., 1987), kao i komponente ćelijskog zida,
uključujući i LPS (Woolverton i sar., 1994), imaju mitigeno dejstvo na B limfocite, što
je potvrdio visok titar antitela na A. actinomycetemcomitans kod pacijenata obolelih od
LAP-e (Lamster i sar., 1998). Ova antitela imaju sposobnost opsonizacije (Wilson &
Bronson, 1997), promovišu fagocitozu i destrukciju neutrofila (Wilson i sar., 1995),
blokiraju aktivnost leukotoksina (Tsai i sar., 1981), pokazuju antiproliferativnu
aktivnost (White i sar., 1995) i doprinose koštanoj resorpciji (Meghji i sar., 1993).
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1.2.5.1. Citokini indukovani bakterijom A. actinomycetemcomitans
Istraživanja koja su rađena u cilju razotkrivanja imunomodulatorne aktivnosti
bakterije A. actinomycetemcomitans došla su do rezultata koji ukazuju na vrlo
neuobičajen odgovor domaćina na prisustvo ove bakterije. Izlaganje humanih
fibroblasta ovoj bakteriji indukovalo je sintezu IL-6 i IL-8, ali ne i IL-1β (Dongari-
Bagtzoglou & Ebersole, 1996; Uchida i sar., 2001). Slično tome, i humane ćelije epitela
gingive nisu otpuštale  IL-1β kao odgovor na prisustvo intaktne bakterije (Uchida i sar.,
2001). Studije su pokazale da intaktna A. actinomycetemcomitans stimuliše humane
mononuklearne ćelije da produkuju hemokine MIP-1α (macrophage inflammatory
protein) i RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secretion)
(Jiang & Graves, 1999).
Komparativna analiza kapaciteta LPS-a, lipid A-udruženih proteina i proteina koje
sekretuje A. actinomycetemcomitans da stimulišu sintezu citokina od strane humanih
monocita, pokazala je da je LPS najmanje potentan, dok su se sekretovani proteini
pokazali kao vrlo moćni i efikasni (Reddi i sar., 1995; Wilson i sar., 1996). Analizom
sekretovanih proteina identifikovan je  velik broj induktora citokina, uključujući i
protein ćelijskog zida- haperonin 60 (Woolverton i sar., 1994). Ovaj peptid težine 2kDa
pokazao se kao vrlo potentan induktor koštane resorpcije (Kirby i sar., 1995); direktno
stimuliše gingivalne fibroblaste da sintetišu IL-6, ali bez pokretanja transkripcije za
proinflamatorne citokine IL-1β i TNF-α (Reddi i sar., 1996).
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1.2.6. A. actinomycetemcomitans i imunosupresija
-inhibicija ćelijskog ciklusa-
Poznato je da bakterje mogu aktivno da suprimiraju urođeni i stečeni imunitet
(Henderson, 2000; Henderson & Oyston, 2003). Dokazano je da bakterijski toksini
mogu da inhibiraju imuni odgovor (Wilson, 2002), a A. actinomycetemcomitans
produkuje dva takva imunomodulatorna toksina-leukotoksin i citoletalni toksin
istezanja.
1.2.6.1. Leukotoksin
Leukotoksin (LtxA)  je prvi otkriven i do sada najviše izučavan toksin kojeg
produkuje A. actinomycetemcomitans (Kolodrubetz i sar., 1989; Lally i sar., 1989;
Narayan i sar., 2002). Smatra se glavnim faktorom virulencije ovog parodontopatogena.
Sposobnost ekstrakta izolovanog iz bakterije A. actimomycetemcomitans da
prouzrokuje smrt leukocita prvi put je opisana pre 30 godina (Baehni i sar., 1979, 1981).
Ubrzo nakon ove opservacije iz bakterije je izolovan toksin (Tsai i sar., 1979, 1984).
DNK sekvenca gena za leukotoksin je objavljena u isto vreme od strane dve nezavisne
grupe istraživača (Kolodrubetz i sar., 1989, Lally i sar., 1989). Ovaj protein, težine
približno 113 kDa, prema amino-kiselinskoj sekvenci, deli približno 51% identičnost sa
alfa-hemolizinom E. coli i oko 43% sa leukotoksinom Mannhemiae haemolyticae.
Leukotoksin je član RTX familije toksina (repeats in toxin). Ova grupa toksina,
formirajući kanale na ćelijskoj membrani, dovodi do smrti ćelije osmotskom lizom
(visoke doze) ili indukcijom apoptoze (niže doze, verovatno reprezentativnije u
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fiziološkim uslovima) (Lally i sar. 1999; Korostoff i sar., 1998, 2000). RTX toksini se
sastoje iz određene sekvence aminokiselina koja se ponavlja više od 40 puta
(Czuprynski & Welch, 1995).
Leukotoksin se preko β2-integrin receptora LFA-1 (Leukocyte Function-
associated Antigen-1) (Lally i sar., 1997) vezuje za humane ćelije limfoidne i mieloidne
loze i dovodi do njihove smrti (Lally i sar., 1999). LFA-1 je ćelijski receptor za LtxA
koga ispoljavaju samo hematopoetske ćelije. LFA-1 je heterodimer sačinjen od dva
proteina CD11 i CD18, koji se nalazi na površini svih humanih ćelija bele krvne loze.
Iako su oba molekula neophodna da bi LtxA stupio u interakciju sa ćelijom, pokazalo se
da CD18 daje specifičnost za ovaj toksin bakterije A. actinomycetemcomitans (Dileepan
i sar., 2007).
 Ltx operon formiraju četiri gena: ltxA je strukturalni gen, a preostala tri (ltxB,
ltxC i ltxD) su neophodni za aktivaciju i transport toksina. Svi izolati A.
actinomycetemcomitans poseduju ltx operon, ali postoje razlike u regionu promotora
koje rezultiraju različitom ekspresijom leukotoksina među izolatima. Faktori sredine
takođe regulišu produkciju leukotoksina. Visok nivo produkcije toksina se odigrava
tokom aktivne faze rasta, i opada u toku stacionarne faze ili u aerobnim uslovima
(Spitznagel i sar., 1995). Visoka koncentracija fruktoze inhibira produkciju toksina
(Mizoguchi i sar., 1997). Mogućnost da nivo šećera u usnoj duplji može da kontroliše
ekspresiju leukotoksina je još uvek neistražena.
Veruje se da je leukotoksin kojeg produkuje A. actinomycetemcomitans jedinstven
u grupi RTX toksina, jer je utvrđeno da pored toga što biva sekretovan, leukotoksin
stupa u vezu sa komponentama ćelijske membrane (Berthold i sar., 1992). Ova
diskrepanca je nedavno razjašnjena nalazom koji objašnjava ključnu razliku između
26
neadherentnih (glatkih) i adherentnih (hrapavih) izolata ovog organizma. Neadherentni
izolati, kao što su JP2 i Y4 oslobađaju leukotoksin, dok adherentne forme zadržavaju
toksin na svojoj površini. Mutacije na tad operonu koje rezultiraju inhibicijom
adherencije i dovode se u vezu sa oslobađanjem leukotoksina, ukazuju na to da toksin
mora biti vezan za fimbrije (Kachlany i sar., 2000). Drugi, nedavno otkriven mehanizam
oslobađanja leukotoksina je kroz membranske vezikule, koje ova bakterija oslobađa sa
svoje spoljašnje membrane (Kato i sar., 2002).
Uprkos činjenici da su u laboratorijskim uslovima napravljeni mutanti A.
actinomycetemcomitans koji nemaju sposobnost produkcije leukotoksina (Kolodrubetz i
sar., 1996), ovi organizmi još uvek nisu testirani in vivo.
U zavisnosti od koncentracije toksina, LtxA ispoljava različite efekte na humane
leukocite. Egzaktna koncentracija toksina lokalno u parodontalnim tkivima se ne zna,
tako da su termini ”niska” i ”visoka” samo relativni. Studije in vitro su pokazale da
niska koncentracija LtxA promoviše degranulaciju neutrofila, oslobađa kolagenolitičku
proteinazu - matriksnu metaloproteinazu 8 (MMP 8) (Claessson i sar., 2002) i inhibira
fagocitozu (Johansson i sar., 2000A, Johanson i sar., 2000B). Ovi efekti mogu biti
rezultat povećenja koncentracije Ca2+ intracelularno, koje se dešava pod uticajem LtxA
(Taichman i sar., 1991). Visoke koncentracije toksina u in vitro uslovima mogu da
dovedu do lize ćelije (Karkelian i sar., 1998). LtxA izaziva degranulaciju lizozoma što
ima za posledicu oštećenje tkiva domaćina i pokretanje inflamatornog odgovora.
Ako je leukotoksin ključni faktor virulencije, može se očekivati da domaćin
pokrene odbrambene mehanizme. Dokazano je da sintetski proizveden histatin 5, peptid
bogat histidinom sa antimikrobnom aktivnošću i pripada grupi salivarnih katjona,
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inhibira sposobnost bakterije A. actinomycetemcomitans da leukotoksinom ubija
neutrofile (Murukami i sar., 2002).
Leukotoksin je vrlo potentan induktor apoptoze leukocita (Korostoff i sar., 1998;
Shenker i sar., 1994). Postoje eksperimentalni dokazi koji podržavaju hipotezu da LtxA
direktno narušava funkciju mitohondrija i da na taj način izaziva apoptozu ćelije
(Korostoff i sar., 2000).
Rezultati nekih istraživanja su pokazali da leukotoksin ispoljava α i β  (Kimizuka i
sar., 1996) hemolitičku aktivnost na krvnim agarima različitog porekla. Izolati JP2
klonova formiraju β-hemolitičke kolonije (Haubek i sar., 1997A), što ukazuje da bi
hemolitička aktivnost mogla oslikavati visok kapacitet pojedinih izolata bakterije A.
actinomycetemcomitans da produkuju leukotoksin. Ovaj stav je poduprt rezultatima
studije koja je potvrdila odsustvo hemolitičke aktivnosti mutanta A.
actinomycetemcomitans, defektnim u produkciji leukotoksina (Balashova i sar., 2006A).
Međutim, specifični receptori na eritrocitima za leukotoksin još uvek su nepoznati.
Smatra se da u etiologiji i patogenezi parodontopatije pored leukotoksina važnu
ulogu igraju i drugi faktori virulencije ovog mikroorganizma. Brojne studije su se bavile
izučavanjem veze i međusobnog uticaja dva vrlo potentna egzotoksina: leukotoksina i
citoletalnog toksina istezanja, ali je veliki broj mehanizama koji oslikavaju njihovu vezu
još uvek nerazjašnjen (Di Rienzo & Mc Kay, 1994; Mayer i sar., 1999).
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1.2.6.2. Citoletalni toksin istezanja (cytoletal distending toxin- CDT)
Citoletalni toksin istezanja (cytoletal distending toxin - CDT) je višekomponentni
bakterijski holotoksin koji pogađa većinu eukariotskih ćelija izazivajući njihovo
istezanje i prekid ćelijskog ciklusa (G2 fazu) (Lara-Tajero & Galan, 2002; Pickett &
Whitehouse, 1999) što rezultira apoptozom ćelije. Mehanizam kojim toksin ulazi u
eukariotsku ćeliju i vezuje se za jedro još uvek nije poznat. A. actinomycetemcomitans
je jedina bakterija u usnoj duplji za koju se zna da produkuje CDT, ali intenzitet
toksične aktivnosti varira među izolatima ove bakterijske vrste.
cdtABC operon kodira produkciju CDT (Mayer i sar., 1999; Sugai i sar., 1998).
Homologi geni su pronađeni i kod drugih patogenih bakterija: E. coli, C. jejuni, Shigella
dysenteriae, Helicobacter spp. i H. ducrey (Mayer i sar., 1999; Pickett & Whitehouse,
1999). Većina izolata poseduje sva tri gena (cdtA, cdtB i cdtC), pri čemu cdtA gen
pokazuje visok stepen polimorfizma za koji je dokazano da ne utiče na intenzitet
toksičnosti. Polimorfizam jednog nukleotida na poziciji 281 (mutacija CAT-CGT) na
cdtB genu je dokazan kod visoko toksičnih izolata A. actinomycetemcomitans.
CdtB koji ima sposobnost DNaze, jednom kada uđe u ciljnu ćeliju, dovodi do
nespecifičnog sečenja DNA. Ovakvo oštećenje DNK rezultira prekidom ćelijskog
ciklusa (De Rycke & Oswald, 2001). Uloga ostala dva proteina koji su produkti cdt
operona je još uvek nepoznata. Mnogi istraživači se drže hipoteze da su sva tri Cdt
proteina neophodna za aktivnost toksina (Lara-Teyero & Galan, 2002). Međutim,
dokazi u slučaju CDT kojeg produkuje A. actinomycetemcomitans su kontradiktorni.
Dokazana je aktivnost toksina indukovana samo prisustvom dva proteina-CdtB i CdtC
(Akifusa i sar., 2001), ili čak samo jednim-CdtB (Shenker i sar., 1994, 1999, 2000).
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Dalja istraživanja su pokazala da se toksičnost CdtB povećava 10 000 puta u prisustvu
druga dva proteina, CdtA i CdtB (Shenker i sar., 2004, 2005). Ove razlike verovatno
mogu objasniti prirodom ćelija (T limfocita) koje su korišćene za ispitivanje
citotoksičnog efekta CDT. Ovim studijama je pokazano da CdtB kojeg produkuje A.
actinomycetemcomitans ima sposobnost prekida ćelijskog ciklusa u G2 fazi, što
rezultira apoptozom humanih T limfocita, i ukazuje na to da je ključna uloga ovog
toksina disregulacija celularnog imuniteta.
Ne postoje pokušaji inaktivacije cdt operona, tako da njegova precizna uloga u
virulenciji ove bakterije još uvek nije definisana. Trebalo bi uzeti u obzir da knockout
H. ducreyi, koji ima najveći stepen homologije u cdt operonu (više od 90% sekvence),
se nije pokazao manje virulentnim na modelu humanih volontera (Young i sar., 2001).
1.2.6.3. Ostali imunomodulatori/inhibitori ćelijskog ciklusa
Postoji čitav niz nedovoljno okarakterisanih imunomodulatora/inhibitora ćelijskog
ciklusa koje produkuje A. actinomycetemcomitans. U ovu grupu ubrajamo i protein, od
14 kDa , koji je prečišćen i za koga se tvrdi da inhibira sintezu limfokina (IL-2, IL-4)
(Kuritai & Ochiai, 1996). Protein Omp34, koji ulazi u sastav spoljašnje membrane
bakterije A. actinomycetemcomitans (White i sar., 1998), funkcioniše kao Fc vezujući
protein (Mintz & Fives-Taylor, 1994) i na taj način ispoljava svoje imunosupresivno
dejstvo. Takođe je objavljeno da ovaj organizam produkuje molekul male molekulske
mase koji inhibira hemotaksu neutrofila.
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Pored CDTa za koga je dokazano da blokira G2 fazu ćelijskog ciklusa, opisani su
i gapstatin, peptid od 8 kDa, koji ispoljava ovaj efekat na ćelije B loze (White i sar.,
1998; White i sar., 1995), i dva proteina od 60 kDa (Helgeland & Norby, 1993) i 80
kDa (Oguchi i sar., 1998) koji prekidaju ćelijski ciklus u istoj fazi.
1.2.7. Celularni mehanizmi odgovorni za koštanu destrukciju
Gubitak kosti je osobina koja definiše patologiju uzrokovanu bakterijom A.
actinomycetemcomitans. Koštano tkivo karakteriše konstantna i dinamična remodelacija
koja je, zapravo, posledica aktivnosti dve ćelijske populacije: osteoblasta i osteoklasta.
Osteoblasti su ćelije kuboidnog oblika mezenhimalnog porekla. Sekretorno
najaktivnije ćelije koštanog tkiva, koje u najvećem procentu leže na površini kosti. Ove
ćelije su primarno odgovorne za produkciju organskog matriksa kosti, koji se sastoji
predominantno od kolagena tipa I i raznih drugih nekolagenih proteina kosti i plazma
proteina.
Nakon maturacije, osteoblasti mogu da podlegnu apoptozi, ostanu zarobljeni u
matriksu kao osteociti ili da ostanu na površini kosti.
Osteoklasti  su velike, višejedarne ćelije, koje učestvuju u resorpciji kosti. Igraju
centralnu ulogu u odgovoru aveolarne kosti na različite biološke regulatorne faktore i
funkcionalne zahteve. Osteoklasti, kao ćelije, potiču od hematopoeznog tkiva i
formiraju se fuzijom mononuklearnih ćelija koje pripadaju asihronim populacijama.
Obilan broj lizozoma bogatih proteolitičkim fermentima kao i prisustvo resorptivnih
vakuola u citoplazmi ukazuju na značaj ovih ćelija u resorptivnoj aktivnosti kosti.
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Osteoklasti pokazuju ameboidne pokrete, a zahvaljujući površini bogatoj mikrovilima
sa dubokim, uskim međuprostorima, u vidu undulirajuće membrane, okrenute prema
površini kosti, imaju na toj strani aktivnu proteolitičku i resorptivnu sposobnost.
Nagrizaju kost u vidu nepravilnih šupljina, tzv. Howship-ovih lakuna.
Ove dve vrste ćelija su u vrlo bliskoj interakciji. Osteoblasti poseduju receptore
za različite ligande, uključujući i faktore rasta, citokine, eikozanoide i endokrine
hormone, koji promovišu oba aspekta remodelacije koštanog tkiva (resorpciju i sintezu).
Poznato je da mnogi faktori koji mogu da stimulišu ili inhibiraju resorpciju kosti stupaju
u interakciju sa tri člana TNF familije: RANK (receptor aktivator nulearnog faktora
κB), RANKL (ligand receptora aktivatora nulearnog faktora κB) i OPG
(osteoprotežerin). RANKL je pronađen na stromalnim ćelijama, osteoblastima, i
aktiviranim T limfocitima. Vezujući se za RANK na preosteoklastima, stimuliše
njihovu maturaciju u osteoklaste. OPG može da inhibira osteoklastogenezu vezujući se
za RANKL, koji kao takav nema sposobnost vezivanja za RANK (Horwitz i sar., 2001).
Aktivirani T limfociti eksprimiraju RANKL i mogu da prouzrokuju destrukciju
kosti in vivo (Kong i sar., 1999). Antigen-specifični klonovi T ćelija na A.
actinomycetemcomitans promovišu resorpciju kosti in vivo (Kawai i sar., 2000), i ova
aktivnost može biti blokirana osteoprotežerinom. Ovo ukazuje da se RANK/RANKL
sistem aktivira od strane antigen-specifičnih T ćelija prepoznajući A.
actinomycetemcomitans kod pacijenata sa LAP (Teng, 2002; Teng i sar., 2000).
Još uvek neidentifikovani protein, produkt sekrecije bakterije A.
actinomycetemcomitans, inhibira proliferaciju osteoblasta i sintezu koštanog kolagena
(Meghji i sar., 1992; Meghji i sar., 1993; White i sar., 1995).
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Mnoge komponente bakterije A. actinomycetemcomitans mogu direktno ili
indirektno da imaju uticaja na koštano tkivo. Dokazano je da LPS (Iino & Hopps, 1984;
Ishihara i sar., 1989), lipid A-udruženi protein (Reddi i sar., 1995), kapsularni
polisaharidi (Nishihara i sar., 1995; Ueda i sar., 1995), sekretovani proteini (Wilson i
sar., 1985) i haperonin 60 (Kirby i sar., 1995) mogu direktno da stimulišu resorpciju
kosti ili da indukuju diferencijaciju osteoklasta in vitro (Wilson, 2002). Uloga LPSa je
još uvek nejasna. LPS bakterije A. actinomycetemcomitans može da indukuje ekspresiju
IL-1, kao i antagonist receptora IL-1ra na makrofagima, što u prvom slučaju
onemogućava resorpciju kosti (Nishihara i sar., 1989), a u drugom pored inhibicije
koštane resorpcije i formiranje osteoklasta (Nishihara i sar., 1994). Saopšteno je da LPS
u koncentracijama izraženim u mikrogramima pokazuje aktivnost u resorpciji kosti
(Ishihara i sar., 1989), dok je LPS E. coli aktivan i u vrlo niskim, nanogramskim
koncentracijama (Reddi i sar., 1995). LPS bakterije A. actinomycetemcomitans ubrizgan
u gingivu miša prouzrokuje resorpciju kosti (Nishida i sar., 2001).
Prava uloga leukotoksina i CDTa u resorpciji kosti je još uvek nepoznata.
Obzirom da leukotoksin pogađa ćelije mieloidne loze što rezultira apoptozom ovih
ćelija, moglo bi se očekivati da napada i osteoklaste i njihove prekursore i da na taj
način inhibira resorpciju koštanog tkiva. Preliminarne studije su pokazale da CDT
stimuliše resorpciju kosti in vitro. Ovaj efekat toksina se ispoljava u slučaju prisustva
sva tri CDT proteina (S. Meghji & B. Henderson, neobjavljeni rezultati).
Hipoteze o etiologiji i patogenezi parodontopatija su fokusirane na
mikroorganizme dentalnog plaka i njihove produkte, imunski odgovor domaćina i
faktore rizika domaćina (Meng i sar., 2007; Nishihara & Koseki, 2004; Socransky &
Haffajee, 1994). Apsolutno je prihvaćen stav da je prisustvo dentalnog plaka od
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fundamentalnog značaja za nastanak parodontalnih oboljenja, ali tačan mehanizam
kojim bakterije indukuju i promovišu oštećenja potporog aparata zuba još uvek se ne
zna.
1.2.8. Imunski odgovor domaćina
Parodontalna tkiva zbog svojih anatomskih karakteristika imaju jedinstvene
uslove u smislu odbrane od štetnih noksi. Epitel gingive se pripaja na čvrsto zubno tkivo
– gleđ ili cement, koje je vrlo podložno kolonizaciji oralnim mikroorganizmima. U
normalnim uslovima, parodoncijum uz pomoć udruženih mehanizama urođenog i
stečenog imuniteta je u mogućnosti da kontroliše izazov od strane bakterija. Reakcije
odbrane urođenog imuniteta su praćene oslobađanjem niza aktivnih molekula koji u
kombinaciji sa aktiviranim fagocitima, uglavnom neutrofilima, predstavljaju esencijalne
elemente u inflamatornom odgovoru gingive (Kinane i sar., 2007; Marsh, 1989; Marsh
& Martin, 1992). Reakcije stečenog imuniteta su praćene oslobađanjem antitela i
ćelijskim odgovorom, koji može biti indukovan i kasnije pojačan prisutnim oralnim
mikroorganizmima. Inflamatorni odgovor može da bude umerenog karaktera ili da bude
prenaglašen i da dovede do prenaglašene destrukcije tkiva (Berezow i sar., 2008; Lewis,
2008).
Fagociti imaju krucijalnu ulogu u parodoncijumu, kako u stanju zdravlja tako i u
toku oboljenja potpornog aparata zuba. Osobe sa deficijentnom funkcijom fagocita već
u najranijem uzrastu oboljevaju od parodontopatije (Carlsson i sar., 2006; Cox &
Weathers, 2008; van Dyke & Champagne, 1995). Jasno je da destrukcija parodontalnih
34
tkiva koja se odigrava u toku parodonopatije nije posledica direktnog uticaja bakterija
koje su izbegle fagocitozu i druge elemente odbrane, nego posledica inflamatornog
odgovora tkiva na prisustvo bakterija. Dakle, bakterije su neophodne za inicijaciju ovih
procesa (van Dyke 2007A, 2007B, 2009). Aktivirani fagociti (neutrofili i makrofagi) su
veoma važni u procesu destrukcije parodoncijuma, u smislu da su odgovorni direktno ili
indirektno za povećanu produkciju tkivno-degradirajućih enzima, uključujući i
matriksne-metaloproteinaze (Birkedal-Hensen, 1993; Cleasson i sar., 2002). Tokom
parodontopatije, destruirana parodontalna tkiva bivaju donekle nadomešćena dobro
vaskularizovanim granulacionim tkivom koje obiluje inflamatornim ćelijama što u
biološkom smislu povećava otpornost pri invaziji bakterija.
1.3. Veza parodontopatije i sistemskih oboljenja
1.3.1. Fokalna infekcija
Teorija fokalne infekcije, koja je uvedena tokom 19. i početkom 20. veka, se
zasnivala na stavu da su "fokusi" sepse odgovorni za inicijaciju i progresiju različitih
inflamatornih oboljenja, kao što su artritis, peptički ulkus i apendicitis (Scannapieco,
1998). U prvo vreme posle njenog uvođenja, ova teorija je bila bezrezervno prihvaćena,
što je rezultiralo nekritičnim vađenjem zuba bez ikakvih znakova zapaljenja.  Pošto
ovakva vrsta terapije nije dovela do smanjenja tegoba niti izlečenja bolesti i pošto je
bilo onih bolesnika koji su bolovali od istih bolesti bez evidentnog fokusa, teorija
fokalne infekcije je diskreditovana i u velikoj meri ignorisana mnogo godina kasnije.
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Značajan progres u klasifikaciji i identifikaciji oralnih mikroorganizama i
saznanje da se određeni mikroorganizmi normalno nalaze samo u usnoj duplji, otvorilo
je ponovo pitanje značaja oralne fokalne infekcije. Postalo je jasno da usna duplja može
da predstavlja mesto porekla patogenih organizama odakle oni diseminuju do udaljenih
tkiva ili organa u telu, naročito kod imunokompromitovanih domaćina (pacijenti oboleli
od malignih bolesti, dijabetesa, reumatiodnog artritisa ili su na kortikosteoidnoj ili nekoj
drugoj vrsti imunosupresivne terapije). Brojne epidemiološke studije su kao predmet
istraživanja pratile oralnu infekciju, naročito onu koja je u parodontalnom ili
periapikalnom prostoru, kao faktor rizika za nastanak sistemskih oboljenja (Li i sar.,
2000).
1.3.2. Bakterijemija
Jedan miligram dentalnog plaka sadrži više od 1011 bakterija. Bliski anatomski
odnosi ovih mikroorganizama sa cirkulacijom mogu da olakšaju nastanak bakterijemije
i sistemsku diseminaciju bakterijskih produkata, komponenti i imunokompleksa.
Incidenca bakterijemije nakon stomatoloških intervencija je dobro
dokumentovana. Pojava bakterijemije nakon ekstrakcije zuba je opservirana u 100%
slučajeva, u 70% nakon obrade parodontalnog džepa, u 55% nakon ekstrakcije
impaktiranog umnjaka, u 20% nakon endodontskog tretmana i u 55% nakon bilateralne
tonzilektomije. U ovim slučajevima anaerobi su izolovani češće nego  fakultativno
anaerobni mikroorganizmi. Konzervativne procedure kao što je preparacija kaviteta
npr., kao i četkanje zuba  povećavaju prevalencu bakterijemije sa 17% na 40% (Baltch i
sar., 1988; Carrol & Sebor, 1980; Debelian i sar., 1995; Donley & Donley, 1988;
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Drinnan & Gogan, 1990; Heimdahl i sar., 1990; Little, 1991; Lofthus i sar., 1991;
Navazesh & Mulligan, 1985; Okabe i sar., 1995).
Diseminacija oralnih mikroorganizama u sistemsku cirkulaciju je uobičajena i
očekivana pojava, i za manje od 1 minuta nakon oralne krvave stomatološke
intervencije mikroorganizmi iz inficiranih mesta stižu do srca, pluća i periferne
kapilarne mreže (Kilian, 1982).
Na površini ljudskog tela se nalazi više od 1013 mikrororganizama, ali su potkožna
tkiva i cirkulacija uglavnom sterilni. U usnoj duplji postoji nekoliko prirodnih barijera
koje se suprostavljaju penetraciji bakterija iz dentalnog plaka u okolna tkiva (Loesche,
1994; Loesche & Lopatin, 1998; Weinberg i sar., 1998):
1. fizička barijera u vidu pločastoslojevitog epitela
2. defanzini – peptidi koje sintetiše domaćin ispoljavaju antimikrobni efekat,
a nalaze se u epitelu mukoze
3. imunološka barijera koju predstavljaju ćelije humoralnog imuniteta
4. retikuloendotelijalni sistem (fagocitna barijera).
U normalnim okolnostima ovaj sistem barijera zajedničkim snagama doprinosi
inhibiciji i eliminaciji penetriranih bakterija. Ravnoteža može biti narušena fizičkom
traumom, hipoksijom ili padom imuniteta (neutropenija, AIDS, imunosupresivna
terapija) što može rezultirati propagacijom mikroorganizama i nastankom akutne ili
hronične infekcije (Loesche, 1994). Mogući putevi ulaska bakterija u sistemsku
cirkulaciju prikazani su na slici 1.7.
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Slika 1.7. Mogući putevi ulaska bakterija u sistemsku cirkulaciju: 1) kroz kanal korena
zuba (RC) ili iz periapikalne lezije (PA) u krvne sudove alveolarne kosti (AW);  2) iz
periodoncijuma, gde bakterije iz gingivalnog sulkusa (GC) kroz pripojni epitel  (JE)
dospevaju u vezivno tkivo gingive, a odatle u kapilarnu mrežu (C). E, gleđ; D, dentin;
L, parodontalni ligament; i AB, alveolarna kost. (Slika preuzeta od Lu Qian [Oral Bio-
Sciences, Faculty of Dentistry])
1.3.3. Veza oralne infekcije i sistemskih oboljenja
Smatra se da oralna infekcija pomoću tri različita mehanizma može da doprinese
nastanku sistemskih oboljenja (Thoden van Velzen i sar., 1984):
1. Metastatska infekcija. Oralna infekcija i stomatološke procedure mogu
uzrokovati pojavu tranzitorne bakterijemije. Mikroorganizmi koji prodru u
krv i cirkulišu organizmom obično bivaju eliminisani
retikuloendotelijalnim sistemom u toku jednog minuta, što po pravilu ne
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biva praćeno pojavom kliničkih simptoma (Kilian, 1982; Thoden van
Velzen i sar., 1984). Međutim, ukoliko diseminovani mikroorganizmi
naiđu na povoljne uslove, oni mogu posle izvesnog vremena početi da se
multipliciraju.
2. Metastatska povreda. Pojedine Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije
imaju sposobnost produkcije difuzibilnih proteina ili egzotoksina koji
predstavljaju vrlo potentan faktor virulencije. Endotoksin, po sastavu
lipopolisaharid (LPS), ulazi u sastav spoljašnje  membrane  i oslobađa se
nakon smrti bakterijske ćelije.  Odgovor domaćina na prisustvo LPS-a
karakteriše se velikim brojem patoloških manifestacija (Hammond, 1992;
McGhee, 1982).
3. Metastatska inflamacija. Solubilni antigeni mogu da prodru u cirkulaciju,
stupe u reakciju sa cirkulišućim antitelima i formiraju makromolekularne
komplekse. Ovi imunokompleksi mogu da dovedu do pojave različitih
akutnih i hroničnih inflamatornih reakcija na mestu depozicije (Thoden
van Velzen i sar., 1984; Van Dyke i sar., 1986).
1.3.4. Parodontopatije i sistemska  inflamacija
Mnoga istraživanja su se bavila vezom parodontopatije i sistemskih oboljenja i
došlo se do zaključka da parodontopatije dele faktore rizika sa mnogim sistemskim
oboljenjima, zatim da se subgingivalni biofilm ponaša kao rezervoar Gram-negativnih
bakterija i da inflamirani parodoncijum predstavlja depo medijatora inflamacije (Page,
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1998). Pokazano je da se u osoba sa punom kliničkom slikom parodontopatije redovno
odvija tranzitorna bakterijemija, kao i značajan sistemski odgovor antitelima. Ovo je
sasvim razumljivo kada se zna da je epitel parodontalnog džepa ulcerisan i da ima
površinu od 5 - 7.5 cm2.
1.3.5. Zajednički faktori rizika
Postoje faktori koji povećavaju rizik za nastanak parodontopatije, ali isto tako
povećavaju rizik i za nastanak sistemskih oboljenja, npr. kardiovaskularnih. To su u
prvom redu pušenje i stres, a zatim i starenje,  muški pol, rasa i etnička pripadnost.
Subgingivalni biofilm
Subgingivalni prostor je stalno naseljen Gram-negativnim bakterijama, koje se tu
nalaze u različitom broju i imaju različit virulentni potencijal. Nakon obrade
parodontalnih džepova se ne postiže eradikacija ovih bakterija, pri čemu one čak
pokazuju tendenciju ponovnog naseljavanja, tj. rekolonizacije. Prisustvo ovih bakterija
obezbeđuje kontinuirani rezervoar LPS-a koji stimuliše pokretanje imunskog odgovora i
lokalno u tkivu i na mestima gde dopre cirkulacijom. Sistemski izazov Gram-
negativnim bakterijama ili LPS-om indukuje vaskularni odgovor, uključujući i
formiranje inflamatornog ćelijskog infiltrata u zidovima krvnih sudova, zatim
proliferaciju vaskularne glatke muskulature, masnu degeneraciju krvnih sudova i
intravaskularnu koagulaciju (Marcus & Hajjar, 1993; Mattila, 1989). LPS povećava
ekspresiju adhezivnih molekula endotelijalnih ćelija i sekreciju IL-1, TNF-α i
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tromboksana. Ovo rezultira agregacijom i adhezijom trombocita i pojavom depozita
holesterola i njegovih metabolita.
Parodoncijum kao rezervoar citokina
Proinflamatorni citokini IL-1β, TNF-α, IFN-γ i prostaglandin E2 (PGE2) dostižu
visoke koncentracije u tkivu u toku parodontopatije (Page, 1998), ali mogu putem
cirkulacije dovesti do sistemskih efekata. IL-1β favorizuje koagulaciju i trombozu i
ometa fibrinolizu (Clinton i sar., 1991).
.
1.4. Prevremeni porođaj i parodontopatija
Trudnoća može da utiče na zdravlje gingive. Promene hormonalnog statusa u
trudnoći promovišu inflamaciju, što rezultira pojavom gingivitisa – Gingivitis
gravidarum (Löe & Silness, 1963) koji ne mora biti u pozitivnoj korelaciji sa prisutnom
količinom dentalnog plaka (Kornman & Loesche, 1980). Oralni kontraceptivi, takođe,
mogu da uzrokuju promene u gingivi u pravcu inflamacije, čak i u slučaju dobre
kontrole plaka. Istraživanja su pokazala da kontraceptivne pilule dovode do alteracije
malih krvnih sudova, menjaju permeabilnost gingive i povećavaju sintezu estrogena
(Kalkwarf i sar 1978).
Neka istraživanja su pokazala da oralne infekcije povećavaju rizik ili u značajnoj
meri doprinose rođenju dece male telesne težine ili dovode do pojave spontanog
prevremenog porođaja. Uprkos značajnom napretku prenatalne nege i neonatalne
medicine u poslednjih 50 godina u  razvijenim zemljama, ali i u zemljama u razvoju,
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incidenca prevremenog porođaja se nije smanjila – i ona iznosi čak 11% (Goldenberg &
Rose, 1998). Spontani prevremeni porođaj je onaj koji se dogodi pre navršene 37.
nedelje gestacije i rezultira rođenjem odojčeta telesne mase manje od 2500g. Najveći
broj prevremenih porođaja se odvijaju spontano, a uzrok su dve relativno česte
obstetričke komplikacije: prevremeno pucanje plodovih ovojnica i/ili prevremenih
kontrakcija. Prevremeno rođena deca umiru u neonatalnom periodu 40 puta češće od
dece normalne telesne mase na rođenju (McCormick, 1985; Shapiro i sar., 1980).
Ovako rođena deca, koja prežive neonatalni period, se suočavaju sa povećanim rizikom
za nastanak slepila, smetnji u neurološkom razvoju (Byrne i sar., 1993; Fityhardinge,
1976), respratornih i ORL infekcija (Hack i sar., 1983; McCall & Acheson,1968), kao i
sa poremećajem pažnje (Breslay i sar., 1996) i smanjenim kognitivnim sposobnostima u
predškolskom uzrastu (Sommerfelt i sar., 1996). Takođe, ova deca se suočavaju sa
većim brojem kongenitalnh anomalija (Christianson i sar., 1981; Van den Berg &
Yerushalmy, 1966).
Dosadašnje epidemiološke studije ukazuju na sledeće faktore rizika za
prevremenu porođaj (Goldenberg i sar., 2000, Offenbacher i sar., 1996):
- starost trudnice (› 34 i ‹ 17)
- alkohol i pušenje
- crna rasa
- nizak socioekonomski status






Međutim,  u oko 25% spontanog prevremenog porođaja se ne identifikuje nijedan
od poznatih faktora rizika.
Dokazi o većoj učestalosti infekcije amnionske tečnosti, horioamnionskoj
infekciji, kao i histološki nalaz horioamnionitisa upućuju na povezanost između
spontanog prevremenog porođaja i rađanja dece male telesne težine i infekcije u toku
trudnoće (Offenbacher i sar., 1998). Interesantno je da histološki nalaz horioamnionitisa
često egzistira čak i u odsustvu infekcija vagine (vaginoze) ili cervikalne regije. Ovo
ukazuje na mogućnost da bi udaljena infekcija ili sepsa mogla da ima za cilj  membrane
placente (Hillier i sar., 1988, 1995).
Vaginoza, Gram negativna anaerobna infekcija vagine, sa oslobadjanjem
endotoksina, je značajan faktor rizika za spontani prevremeni porođaj (Hillier i sar.,
1988, 1995). U toku vaginioze dolazi do aktivacije celularnog imuniteta što vodi ka
stvaranju citokina i prostangladina, bitnih činilaca u spontanom prevremenom porođaju
(Hiller i sar., 1988). Povišeni nivoi citokina (IL-1, IL-6, TNFα) su nađeni u amnionskoj
tečnosti žena koje su se prevremeno porodile i koje su imale infekciju amnionske
tečnosti (Romero i sar., 1993). Poznato je da navedeni citokini indukuju sintezu
prostaglandina i sledstveni porođaj. Pouzdane biohemijske analaze koje bi
pravovremeno ukazale na povećan rizik za nastanak prevremenog porođaja za sada ne
postoje.
Primarni etiološki faktor parodontopatije su Gram negativne anaerobne bakterije
sadržane u subgingivalnom biofilmu. Tokom trudnoće, naročito u drugom trimestru,
povećava se broj anaerobnih bakterijskih vrsta u dentalnom plaku (Kornman &
Loesche, 1980). Navedene bakterije mogu da stvaraju različite bioaktivne molekule koji
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na različite načine utiču na domaćina. Verovatno najvažnija od ovih komponenti je
endotoksin koji  stimuliše makrofage i druge ćelije da sintetišu i sekretuju veliki broj
bioaktivnih molekula, uključujući citokine (IL-1β, TNF-α, IL-6), PGE2, i matriksne
metaloproteinaze - kolagenaze, gelatinaze, elastaze (Darveau i sar., 1997; Offenbacher i
sar., 1998B). Teorijski, ove bioaktivne molekule bi, ukoliko bi se našle u sistemskoj
cirkulaciji i prošle placentalnu barijeru, mogle da povećaju fiziološki nivo PGE2  i
TNF-α u amnionskoj tečnosti i indukuju prevremeni porođaj. Dakle, isti medijatori
inflamacije koji su značajni u patogenezi parodontopatije imaju važnu ulogu i u
započinjanju prevremenog porođaja.
Udruženost između infekcije parodoncijuma i spontanog prevremenog porođaja u
humanoj populaciji se zasniva na relativno novim podacima i tek bi trebalo da bude
potvrđena u prospektivnim studijama.
Takođe, ne bi trebalo zanemariti mogućnost uticaja parodontopatogena na ćelije
placente i eventualni uticaj na nastanak komplikacija rane trudnoće. Humana placenta
je visoko specijalizovani organ, preko koga se tokom trudnoće ostvaruje kontakt između
majke i ploda. Prilikom implantacije započinje razvoj placente, a sam proces se naziva
placentacija. Osnovnu funkcionalnu jedinicu posteljice predstavljaju horionske resice,
čijim obrazovanjem se povećava kontaktna površina horiona sa krvlju majke, i
uspostavlja se kontakt između embrionalnog i majčinog krvotoka. Površina horionskih
resica je pokrivena trofoblastnim dvoslojem koji čine sinciciotrofoblast i citotrofoblast.
Sinciciotrofoblast i citotrofoblast predstavljaju ćelije posteljice odgovorne za njenu
specifičnu strukturu i funkciju, a označene su zajedničkim imenom – trofoblast. Iako
predstavlja svega 13% ukupne mase posteljice, trofoblast je metabolički najaktiviniji
deo placente. Ćelije trofoblasta osim direktnog kontakta između krvotoka majke i
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krvnog sistema ploda, obezbeđuju i pogodnu hormonsku sredinu za održavanje
trudnoće. Sincicio- i citotrofoblast se međusobno razlikuju. Tako je sinciciotrofoblast u
najvećoj meri odgovoran za hormonsku, protektivnu i nutritivnu funkciju placente.
Citotrofoblastne ćelije predstavljaju germinativne elemente iz kojih se diferencira
sinciciotrofoblast i ćelije ostalih subpopulacija trofoblasta. Diferencijacija trofoblasta, se
nakon usađivanja blastociste u endometrijum materice, odvija u dva pravca: vilusni i
ekstravilusni. Ekstravilusni trofoblast obuhvata sve trofoblastne populacije koje se
nalaze van definisanih struktura placentnih resica (Kaufman i Castellucci, 1997).
Ekstravilusnu ćelijsku populaciju čine ćelijska ostrva, citotrofoblastna ljuska i ćelijski
stubovi, endovaskularni i intersticijalni trofoblast. Intersticijalne trofoblastne ćelije
započinju invaziju uterusne mukoze, sve do endometrijalno-miometrijalne granice.
Osim promene morfologije invazivnog trofoblasta od ovalnih i uniformnih ćelija do
izolovanih izduženih ćelija koje vrše invaziju u decidualno tkivo (Kam i sar., 1999).
Intersticijalni trofoblast, do početka drugog trimestra trudnoće, prodire do prve trećine
miometrijuma, gde se dalje diferencira u mnogojedarne, džinovske ćelije placentnog
ležišta (placental bed giant cell). Pored invazije decidualizovanog endometrijuma i
miometrijuma (intersticijalni trofoblast), tokom prve polovine trudnoće, ekstravilusne
trofoblastne ćelije vrše invaziju i spiralnih arterija majke sve do oblasti superficijalnog
miometrijuma. Ta populacija trofoblastnih ćelija je označena kao endovaskularni
trofoblast. Fiziološke promene zahvataju decidualne i miometrijalne delove spiralnih
arterija, pri čemu dolazi do destrukcije normalnih mišićnih struktura zidova ovih krvnih
sudova i njihove zamene trofoblastnim ćelijama. Trofoblast u lumenu krvnih sudova
postepeno zamenjuje endotelne ćelije i dolazi do integracije endovaskularnih
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trofoblastnih ćelija u zid krvnog suda (Kam i sar., 1999). Proces fiziološke
transformacije spiralnih arterija je ključan za normalan rast fetusa i njegovo razviće.
Dakle, u trudnica obolelih od parodontopatije i lošom oralnom higijenom, može
se očekivati da usled tranzitorne bakterijemije, parodontopatogeni cirkulacijom dospeju
do trofoblasta, kako do invazivnih tako i do endovaskularnih, i ispolje cititoksični
efekat. Faktori agresije ovih mikroorganizama i tačan mehanizam njihovog delovanja na
različite ćelijske linije trofoblasta su još uvek nedovoljno istraženi.
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA
Različite studije su pokazale geografske, etničke i rasne varijacije u prisustvu
bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans u okviru subgingivalne mikroflore.
Ne postoji podatak o zastupljenosti ovog mikroorganizama u subgingivalnom
dentalnom plaku kod obolelih od parodontopatije i osoba sa klinički zdravim
parodoncijumom u Srbiji, kao ni o njegovim genotipskim karakteristikama. Ciljevi ovog
istraživanja bili su:
1. Ispitati učestalost pojave bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans  u
uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka.
2. Ispitati serotipove bakterije A. actinomycetemcomitans.
3. Ispitati korelaciju serotipova bakterije A. actinomycetemcomitans i
parodontalnog statusa ispitanika.
4. Ispitati prevalencu i prirodu genotipova dva kompleksna toksina bakterije A.
actinomycetemcomitanas: leukotoksina i citoletalnog toksina istezanja.
5. Ispitati citotoksični efekat izolata A. actinomycetemcomitans na ekstravilusnu




U ovo istraživanje su bili regrutovani pacijenti koji su se javili radi lečenja
parodontopatije na Kliniku za parodontologiju i oralnu medicinu Stomatološkog
fakulteta u Beogradu.
 U studiju je bilo uključeno 90 ispitanika oba pola podeljenih u tri grupe (30
pacijenata obolelih od hronične parodontopatije, 30 obolelih od agresivne
parodontopatije i 30 ispitanika sa klinički zdravim parodoncijumom) koji su pročitali i
shvatili informaciju o istraživanju i potpisali pristanak za učestvovanje u istom.
3.1.1. Selekcija pacijenata
Da bi bili uključeni u istraživanje, pacijenti oboleli od parodontopatije su morali
da zadovolje sledeće kriterijume:
1. da imaju18 i više godina starosti
2. da budu sistemski zdravi
3. da budu bez trudnoće i laktacije
4. da imaju prisustvo parodontalnih džepova dubine 5 i više milimetara
5. da imaju više od 20 zuba (ne računajući treće molare), bez fiksnih protetskih
radova
6. da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali antibiotsku terapiju
7. da dve nedelje unazad od trenutka uzimanja uzoraka nisu uzimali nesteroidne
antiinflamatorne lekove
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8. da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu imali nikakav
parodontološki tretman
Osobe sa klinički zdravim parodoncijumom su morale da ispunjavaju sledeće
uslove:
1. da imaju18 i više godina starosti
2. da dubina sondiranja bude manja od 3 mm, a nivo pripojnog epitela 0 mm
3. da imaju potpuno odsustvo inflamacije gingive
4. izostajanje krvarenja na provokaciju nakon sondiranja
5. da imaju više od 20 zuba (ne računajući treće molare)
6. da budu sistemski zdravi
7. da budu bez trudnoće i laktacije
8. da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali antibiotsku terapiju
9. da dve nedelje unazad od trenutka uzimanja uzoraka nisu uzimali nesteroidne
antiinflamatorne lekove
3.1.2. Klinički pregled
Nivo oralne higijene i kliničko stanje parodontalnih tkiva je bilo verifikovano
kliničkim parametrima:
 Plak Indeksom-PI (Silness-Löe)
 Krvarenjem na provokaciju (KNP)
 dubinom sondiranja (DS)
 nivoom pripojnog epitela (NPE)
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Nakon uzimanja uzoraka, na reprezentativnim zubima su se pomoću graduisane
parodontalne sonde (UNC 15, Hu Friedy, Chicago, IL, USA)  merili dubina
parodontalnog prostora, nivo pripojnog epitela i nivo ivice gingive u predelu 6 tačaka
oko zuba (mezijalno, sredina i distalno vestibularne i oralne površine zuba). Takođe je
praćena pojava krvarenja iz gingive 15 s nakon sondiranja. Svi anamnestički podaci i
klinička merenja parodontalnog statusa su beleženi u evidencioni i parodontalni karton
ispitanika (Prilog 1.).
Dubina sondiranja predstavlja mereno rastojanje od ivice gingive do mesta gde se
vrh parodontalne sonde zaustavlja u parodontalnom prostoru u predelu  njegovog dna.
Nivo pripojnog epitela je mereno rastojanje od cementnogleđne granice do
koronarnog kraja pripojnog epitela.
Na osnovu anamneze, kliničkog pregleda i analize radiograma, parodontalni status
ispitanika je bio definisan prema kriterijumima američke Akademje za parodontologiju
(Armitage, 1999).
U studiju su bili uključeni pacijenti koji su imali 4 i više mesta u zubiku sa
dubinom sondiranja 5 i više mm i nivoom pripojnog epitela 2 i više mm (Offenbacher i
sar. 2001). Pacijenti sa inicijalnom destrukcijom parodontalnih tkiva nisu bili uključeni
u studiju.
Plak indeks (PI)
 Pri određivanju Plak Indeksa uzimalo se u obzir prisustvo ili odsustvo dentalnog
plaka u predelu ivice gingive. Pregledom je bilo obuhvaćeno svih 6 površina
(mezijalno, sredina i distalno vestibularne i oralne površine zuba) na reprezentativnim
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zubima. U cilju identifikacije dentalnog plaka nije se koristilo bojenje, već
instrumentacija parodontalnom sondom.
Pre početka određivanja PI pacijent je vodom dobro isprao usta u cilju uklanjanja svih
mekih naslaga osim dentalnog plaka. Potom su se zubi osušili vazduhom i tek tada se
pristupilo pregledu.
3.2. Uzimanje uzoraka za laboratorijske analize
3.2.1. Selekcija mesta uzorkovanja
Na osnovu anamneze, kliničkog pregleda i analize digitalnog ortopantomograma
definisana su mesta uzorkovanja. Uzorci subgingivalnog dentalnog plaka su uzimani sa
4 reprezentativna mesta papirnim poenima (#30, Mailfer, Balligues, Švajcarska).
Reprezentativna mesta su bila mesta sa najvećom dubinom sondiranja u svakom
kvadrantu kod obolelih od parodontopatije, odnosno bukomezijalne površine prvih
stalnih molara kod ispitanika sa klinički zdravim parodoncijumom.
3.2.2. Uzimanje uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka
Mesta uzorkovanja su  izolovana vaterolnama da bi se izbegla kontaminacija uzoraka
pljuvačkom. Nakon uklanjanja supragingivalnog dentalnog plaka kiretom, po 3 papirna
poena su plasirana do dna prethodno selektovanog parodontalnog prostora (gingivalni
sulkus, odnosno parodontalni džep). Nakon 10 sekundi, po jedan papirni poen iz svakog
kvadranta  je odlagan u zasebnu plastičnu epruveticu (Eppendorf). Dakle, formirana su
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3 pulovana uzorka subgingivalnog dentalnog plaka, koji su se odlagali u zasebne viale.
Prvi pulovan uzorak plaka je odlagan u epruvetu u kojoj se nalazilo 1ml fiziološkog
rastvora, a drugi u epruvetu koja je sadržala 1 ml 10% glicerola. Uzorci su zamrzavani
na -20°C i tako čuvani do momenta analiziranja. Treći pulovan uzorak je odlagan u
epruvetu u kojoj se nalazilo 1 ml RTF-Reduced Transport Fluid (Syed & Loesche 1972)




Materijal iz drugog i trećeg pulovanog uzorka je zasejavan na hranljive podloge u cilju
kultivacije bakterija, njihove karakterizacije i daljih mikrobioloških analiza.
Materijal koji je čuvan u 10% glicerolu je nakon odmrzavanja razmazivan
direktno korišćenim papirnim poenima na Tryptic Soy–Serum–Bacitracin–Vancomycin
Agar (TSBV) (Slots, 1982). Ova podloga je visoko selektivno specifična podloga za
kultivaciju bakterije A. actinomycetemcommitans.
Materijal transportovan u RTF-u je u narednih 24h od momenta uzorkovanja
zasejavan u različitim razblaženjima na 2 vrste podloga, TSBV i Kolumbiju agar
(bioMérieux, France). Nakon vorteksovanja u trajanju od 30 s, po 100 µl uzorka i
razblaženja 10-1 je zasejano na TSBV podlogu. Po 100 µl razblaženja 10-2 i 10-3 je
zasejano na Kolumbija agar. Šolje su inkubirane na  temperaturi od 37°C, 3-5 dana, u
mikroaerofilnim uslovima (5% CO2).
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4.2. Izolovanje ukupne DNK iz bakterijskih sojeva
U cilju izolacije ukupne bakterijske DNK primenjeno je nekoliko različitih
metoda.
4.2.1. Izolacija ukupne bakterijske DNK visokom temperaturom
Izolacija ukupne bakterijske DNK visokom temperaturom kao metod izolacije
bakterijske DNK je bio primenjen na više različitih uzoraka.
1. Iz pulovanog uzorka subgingivalnog dentalnog plaka papirni poeni su
nakon odmrzavanja premešteni u epruvetu koja je sadržala 250 µl sterilne
destilovane vode.
2. Kolonije koje su porasle na TSBV agaru su resuspendovane u 1 ml sterilne
destilovane vode.
3. Kolonije koje su rasle u tečnom TSBV medijumu su nakon centrifugiranja
i odlivanja supernatanta, resuspendovane u 1ml sterilne destilovane vode.
Uzorci su kuvani na temperaturi od 100°C 5 min. Supernatant je korišćen kao matrica u
konvencijalnim ili multipleks PCR reakcijama.
4.2.2. Izolacija ukupne bakterijske DNK  fenolom
Ova metoda se pre svega koristi za izolovanje ukupne DNK iz bakterija roda
Streptomyces (Hopwood i sar., 1985), ali se pokazala i kao veoma efikasna i za izolaciju
DNK iz drugih bakterija.
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Oko 50 mg bakterijskog taloga rastvoreno je u 0,5 ml rastvora za lizu (0,3 M
saharoza, 0,025 M TRIS, 0,025 M EDTA u destilovanoj vodi) koji je sadržao 2 mg/ml
lizozima i 50 μg/ml RNaze, i inkubirano od 30 minuta do sat vremena na 37°C uz
povremeno mućkanje. Potom je dodavano 250 μl 2% SDS i suspenzija je intenzivno
mućkana na vorteksu oko jedan minut. Dodavanjem 250 μl neutralnog fenola i
intenzivnim mućkanjem, a potom i centrifugiranjem u trajanju od 5 minuta na 13 000
obrt/min, odstranjuju se proteini i komponente bakterijske membrane, koje ostaju u
interfazi. Supernatant se podvrgava koraku dodavanja fenola sve do potpunog gubitka
interfaze. DNK se potom precipitira dodavanjem jedne desetine volumena natrijum
acetata (3M CH3COONa; pH 4,8), jednog volumena izopropanola i inkubacijom od 5
minuta na sobnoj temperaturi. Uzorak se centrifugira 5 minuta na 13 000 obrt/min,
ukloni se supernatant i talog se rastvori u 500 μl TE pufera (10mM Tris, pH 7,5; 1mM
EDTA, pH 7,5) kome je dodato 25 μl 100 mM spermin HCl. Posle inkubacije od 5
minuta uzorak se centrifugira 5 minuta na 13 000 obrt/min, odlije se supernatant, talog
se rastvori u 300 μl 0,3 M natrijum acetata i 10 mM MgCl2, doda se 1 ml hladnog
apsolutnog etanola (-20°C) i inkubira se sat vremena na sobnoj temperaturi. Uzorak se
potom centrifugira 5 minuta na 13 000 obrt/min, odlije se supernatant, talog se osuši i
potom rastvara preko noći na 4°C u 100 μl destilovane vode.
4.2.3. Izolacija pomoću komercijalnih kitova
U cilju izolacije bakterijske DNK, iz dva dana starih kolonija kliničkih izolata dobijenih
kultivacijom na TSBV i Kolumbija agaru, izvršena je izolacija hromozomalne DNK
prema uputstvu proizvođača. Korišćeni su sledeći komercijalni kitovi:
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 Genomic Purification Kit (Fermentas)
 QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
 ISOLATE Genomic DNA Kit (Bioline)
 KAPA Express Extract (KapaBiosystems)
 BugBuster® Protein Extraction Reagent (Merck Millipore)
4.3 Genotipizacija
4.3.1. Reakcije lančane polimerizacije (PCR)
Reakcija lančane polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) zasniva
se na tri procesa koji se sukcesivno ponavljaju: in vitro denaturacija dvolančane DNK
matrice, hibridizacija (aniling od eng. annealing) prajmera sa matricom na osnovu
komplementarnosti baza i ekstenzija prajmera DNK polimerazom
4.3.1.1. Sinteza DNK u reakciji lančane polimerizacije
U reakcijama polimerizacije svaki od prajmera (Tabela 2.2) bio je u
koncentraciji od 50 pmol. PCR reakciona smeša sadržala je još i dNTP smešu u
koncentraciji od 2 mM, 2.5 mM MgCl2, 1xPfu polimerazni pufer bez MgCl2 i 1,25U
Pfu polimeraze po reakciji. Finalna zapremina reakcije je iznosila 50µl, koja je
podešavana dodavanjem destilovane vode.
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Za amplifikaciju korišćen je GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem,
USA) i sledeći programi, prikazani u tabeli 2.1.
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Tabela 2.2. Prajmeri korišćeni u reakcijama polimerizacije dela 16S rDNK gena
Upotreba Naziv Sekvenca prajmera Referenca
27 F 5ʼ-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3ʼ Marchesi et al., 1998
16S rDNK
1492 R 5ʼ ACGGGCGGTGTGTGTRC 3ʼ Marchesi et al., 1998
4.3.2. Sekvenciranje
Umnoženi PCR fragmenti 16S rDNK sekvencirani su na aparatu Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA; IMGGI), uz upotrebu
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komercijalnog kita za sekvenciranje BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, USA), po sledećoj proceduri:
Reakciona smeša za sekvenciranje, ukupne zapremine od 8 μl sadržala je: 3 μl
Ready Reaction Mix-a, 3,2 pmol M13/pUC18 prajmera (Yanish-Perron et al., 1985) i
150-300 ng DNK matrice. Prvi korak sekvenciranja urađen je na PCR aparatu
(GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems, USA ) koriščenjem sledećeg
programa: jedan ciklus inicijalne denaturacije u trajanju od 1 minuta na 96C, 25
ciklusa denaturacije na 96C u trajanju od 10 sekundi, anilinga prajmera na 55C od 5
sekundi i elongacija produkata u trajanju od 4 minuta na 60C.
Produkti su prečišćavani, odnosno nevezani obeleženi nukleotidi su uklanjani
dodavanjem 40 μl rastvora A (1,2 ml 3M CH3COONa, pH 5,2; 25 ml etanola; 5,8 ml
destilovane vode) i centrifugiranjem u trajanju od 10 minuta na 13 000 obrt/min. Nakon
odlivanja supernatanta talog je ispiran sa 200 μl 70% etanola, centrifugiran 10 minuta
na 13 000 obrt/min. Po odlivanju supernatanta korak ispiranja ponovljen je još jednom.
Talog je osušen i rastvoren u 25 μl HiDi formamida.
Analiza sekvenci rađena je na aparatu Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer programon SeqAnalyzer.
4.3.2.1.Bioinformatička obrada sekvenci
Sekvence su sklopljene u SeqMan programu (DNASTAR, USA), a njihovi
homolozi identifikovani su upotrebom BLAST algoritma (Altschul et al., 1997;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Za 16S rDNK sekvence iz metagenomskih biblioteka i 16S rDNK sekvence
bakterija identifikovani su i preuzeti homolozi sa RDP (Ribosomal Database Project II
Release 9.4, http://rdp.cme.msu.edu; Cole et al., 2009). 16S rDNK sekvence bakterija
poravnate su sa homologim sekvencama u CLUSTALW programu (Thompson et al.,
1994) implementiranim u program BioEdit 7.1.3 (Hall, 1999).
4.3.3. Reakcije umnožavanja dela 16S rRNK gena bakterije A.
actinomycetemcommitans
U cilju identifikacije  bakterije A. actinomycetemcommitans u reakcijama lančanog
umnožavanja korišćeni su jedan univerzalni 1492R (5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’)  i jedan za vrstu specifičan prajmer
(CACTTAAAGGTCCGCCTACGTGC)  koji amplifikuju deo 16S rRNK gena. Uslove
reakcije je prethodno opisala Pucar i sar., 2007.
4.3.4. Serotip-specifična genotipizacija (Multiplex PCR)
U cilju određivanja serotipa bakterije A. actinomycetemcommitans su
primenjene konvencionalne i multipleks PCR reakcije koje su ranije opisane (Suzuki i
sar., 2001; Kaplan i sar., 2001). U reakcijama polimerizacije svaki od prajmera bio je u
koncentraciji od 100 pmol. PCR reakciona smeša sadržala je još i dNTP smešu u
koncentraciji od 2 mM, 1xPfu polimerazni pufer sa MgCl2 i 1,25U Pfu polimeraze po
reakciji. Finalna zapremina reakcije je iznosila 50 µl, koja je podešavana dodavanjem
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destilovane vode. U multipleks PCR reakcijama je korišćena DNK matrica dobijena
različitim metodama.
Za amplifikaciju je korišćen GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem,
USA) i program prikazan u tabeli 2.4.
Tabela 2.4. Uslovi amplifikacije u reakcijama lančane polimerizacije za determinaciju
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Tabela 2.3. Sekvence prajmera korišćene za genotipizaciju serotipova, promotora
operona ltx gena i cdt gena
Ime Sekvenca















































































Ahmed i sar., 2001
cdt C
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4.3.5. Serotip specifična genotipizacija - Konvencionalni PCR
Primenjujući uslove amplifikacije koje je propisao autor (Suzuki i sar., 2001) nisu
dobijeni željeni rezultati multiplex PCR-om, pa su postavljeni restriktivniji uslovi
umnožavanja za konvencionalni PCR. Reakciona smeša je ostala potpuno ista, ali je
temperatura anilinga podignuta sa 57°C na 60°C (Tabela 2.5.).
Tabela 2.5. Uslovi amplifikacije reakcijama lančane polimerizacije za determinaciju
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4.3.6. Genotipizacija promotora operona za  leukotoksin
U cilju karakterizacije gena za leukotoksin A. actinomycetemcommitans izolata,
primenjene su PCR reakcije koje su ranije opisane (Haubek i sar., 1996). U reakcijama
polimerizacije svaki od prajmera bio je u koncentraciji od 10 pmol (sekvence korišćenih
prajmera su prikazane u Tabeli 2.3.). PCR reakciona smeša sadržala je još i dNTP
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smešu u koncentraciji od 2 mM, 1xPfu polimerazni pufer sa MgCl2 i 1,25U Pfu
polimeraze po reakciji. Finalna zapremina reakcije je iznosila 25 µl, koja je podešavana
dodavanjem destilovane vode. U PCR reakcijama je korišćena DNK matrica dobijena
komercijalnim kitovima za ekstrakciju bakterijske DNK.
Za amplifikaciju je korišćen GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem,
USA) i program prikazan u tabeli 2.6.
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4.3.7. Genotipizacija cdt gena
U cilju karakterizacije gena za citoletalni toksin istezanja A.
actinomycetemcommitans izolata, primenjene su PCR reakcije koje su ranije opisane
(Ahmed i sar., 2001). U reakcijama polimerizacije svaki od prajmera je bio u
koncentraciji od 100 pmol (sekvence korišćenih prajmera prikazane u Tabeli 2.3.). PCR
reakciona smeša sadržala je još i dNTP smešu u koncentraciji od 2 mM, 1xPfu
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polimerazni pufer sa MgCl2 i 1,25U Pfu polimeraze po reakciji. Finalna zapremina
reakcije je iznosila 25 µl, koja je podešavana dodavanjem destilovane vode. U PCR
reakcijama je korišćena DNK matrica dobijena komercijalnim kitovima za ekstrakciju
bakterijske DNK.
Za amplifikaciju je korišćen GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem,
USA) i program prikazan u tabeli 2.7.
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4.3.8. Analiza DNK na agaroznom gelu
Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na 0.8% ili 2% gelu.
U gel je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (5µg/ml). Elektroforeza je tekla u
1 X TAE puferu (40mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1 mM Na2 EDTA), pri voltaži od 4-7
V/cm. DNK je vizualizovana osvetljavanjem gela UV svetlom talasne dužine 266 nm.
Trajni zapis rezultata dobijao se fotografisanjem gela CCD kamerom integrisanom u
sistem za automatsku digitalnu akviziciju slike, BioDocAnalyze sistemom. Veličina
fragmenta DNK određuje se pomoću adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas).
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4.4. Ekstravilusna trofoblastna ćelijska linija HTR-8/SVneo
Citotoksični efekat kliničkog A. actinomycetemcomitans izolata ispitivan je na
ekstravilusnoj trofoblastnoj ćelijskoj liniji HTR-8/SVneo.
Ćelijska linija HTR-8/Svneo dobijena je ljubaznošću dr Charls H. Graham-a
(Queen’s University, Kingston, ON, Canada). Ova ćelijska linija dobijena je
transfekcijom populacije ekstravilusnih ćelija humane placente prvog trimestra trudnoće
SV40 T antigenom (Graham i sar., 1993; Irving i sar., 1995).
HTR-8/SVneo ćelijska linija je hiperproliferativna i hiperinvazivna linija i
eksprimira sve markere prisutne i kod normalnih ekstravilusnih ćelija (King i sar.,
1995). Ćelije su gajene u RPMI 1640 medijumu koji sadrži 5% fetalni teleći serum
(FCS, PAA Laboratories, Linz, Austria), gentamicin (Sigma) i Amfotericin B, što
predstavlja kompletan medijum. Ćelije su gajene u plastičnim flaskovima (Falcon,
Becton Dickinson, USA), pri temperaturi od 37°C, u atmosferi 95% O2 i 5% CO2. U
svakom otvoru je bilo oko 2 X 104 HTR-8/SVneo ćelija koje su upotrebljene u MTT
testu.
4.4.1. Bakterijska kultura
Klinički izolat bakterije A. actinomycetemcomitans, serotipa e i kompletnim
promoterom operona ltx gena je korišćen u ovom testu. Izolovana kolonija sa TSBV
podloge je zasejana u BHI (Brain Heart Infusion) medijum (Brain Heart Infusion Broth,
BioMeriéux, Francuska). Nakon 7 dana inkubacije pri temperaturi od 37°C, u atmosferi
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95% O2 i 5% CO2, koncentracija bakterija u suspenziji je kvantifikovana merenjem
optičke gustine (OD 550 nm) u spektrofotometru.
Kao pozitivna kontrola u ovom eksperimentu korišćen je referentni soj Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277. Pojedinačne kolonije izrasle na Chedler-ovom agaru (krvni
agar obogaćen heminom i vitaminom K) su zasejane u tečni Chedler-ov medijum i
nakon 3 dana inkubacije pri temperaturi od 37°C, u atmosferi 95% O2 i 5% CO2,
koncentracija bakterija u suspenziji je kvantifikovana merenjem optičke gustine (OD
660 nm) u spektrofotometru.
Bakterije su vorteksovane 4 minuta pri 4000 rpm i nakon odlivanja supernatanta
resuspendovane u RPMI, nakon čega su pravljenja razblaženja za infekciju.
4.4.2. Tretman ćelija
HTR-8/SVneo ćelije su resuspendovane u kompletnom RPMI 1640 medijumu i
rasejane u ploču sa 96 mesta, u koncentraciji 2x104 ćelija/otvoru i gajene na temperaturi
od 37 ºC, u atmosferi 95% O2 i 5% CO2. Nakon 24 sata, ćelije su isprane PBS-om (engl.
Phosphate Buffered Saline), a zatim je u svaki otvor dodato po 100 µl RPMI koji sadrži
određen broj A. actinomycetemcomitansa (MOI=500 i 5000; MOI-engl. Multiplicity Of
Infection), odnosno Porphyromonas gingivalisa (MOI=100 i 1000). Nakon
centrifugiranja (10 min, 1000g), ćelije su inkubirane na 37°C jedan sat, a zatim isprane
dva puta PBS-om koji sadrži gentamicin  i nakon toga kompletnim medijumom. U
otvore je dodato po 100 µl medijuma i ostavljeno da se inkubira na 37°C narednih 6h,
odnosno 24h. Nakon 6h inkubacije, uklonjen je medijum, ćelije su isprane jedanput
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PBS-om i dodato je po 100 µl 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5 difenil tetrazolium bromida
u koncentraciji 1 mg/ml. Ova procedura je ponovljena i posle 24h.
4.4.3. Detekcija i kvantitacija ćelija (MTT test)
Broj živih ćelija je određivan MTT testom (Hanisch i sar., 1993). Nakon tretmana,
dodato je 100 µl MTT (1 mg/ml) u RPMI medijumu bez fenol crvenog, i inkubirano dva
sata na 37°C. Rastvor MTT-a je uklonjen, a u svaki otvor je dodato 100 µl 1-propanola
(Lachema, Češka Republika). Nakon rastvaranja istaložene boje, merena je optička
gustina na 540 nm u čitaču Microplate reader (LKB).
.
4.5. Statistička obrada podataka
Statistička analiza podataka izvedena je primenom komercijalnog softvera (SAS
Enterprise Guide 4.1, SAS Institute Inc., 2008) gde je korišćen nivo poverenja od 95%.
U analizi vrednosti kliničkih parametara (KNP, PI, DS and NPE), korišćeni su
indikatori deskriptivne statistike. Svi podaci su izraženi srednjim vrednostima i
standardnom devijacijom.
Sve vrednosti varijabli su testirane Kolmogorov-Smirnov testom u cilju
određivanja normalnosti distribucije, a u zavisnosti od tipa distribucije su korišćeni
odgovarajući testovi (parametrijski ili neparemetrijski). Merene vrednosti su izražene
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kao srednja vrednost ± standardna devijacija i interval poverenja vrednosti. Vrednosti su
poređene između grupa Wilcoxon rank-sum testom, pri čemu je za mikrobiološke
varijable korišćena "exact" opcija u cilju povećanja preciznosti merenja na malom
uzorku. Korelacije među merenim parametrima evaluirane su pomoću Spearman-ovog
koeficijenta korelacije.
Rezultati MTT testa su statistički obrađeni u programu Statistical Software
Program Version 5.0 (Primer of Biostatistic, McGraw-Hill Companies Inc., New York,
NY; USA) primenom ANOVA testa.
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5. REZULTATI
5.1. Demografske karakteristike i parodontalni status ispitanika
U ovo istraživanje je bilo uključeno 90 ispitanika (44 muškaraca (48%) i 46 žena
(52%)) (Grafik 5.1.), koji su na osnovu parodontalnog statusa bili razvrstani u 3 grupe
od po 30 ispitanika:
1. grupa A (agresivna parodontopatija)
2. grupa H (hronična parodontopatija)
3. grupa Z (zdrav parodoncijum)
Grafik 3.1. Distribucija ispitanika uključenih u studiju prema polu
Demografske karakteristike ispitanika uključenih u studiju su predstavljene u
Tabeli 3.1.
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Tabela 3.1. Demografske karakteristike ispitanika uključenih u studiju
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*Starost ispitanika izražena kao srednja vrednost ± standardna devijacija.
5.1.1. Klinički parametri
Glavno obeležje i patognomoničan znak parodontopatije je gubitak alveolarne
kosti uz posledično formiranje parodontalnog džepa. Različiti klinički parametri kao što
su dubina sondiranja (DS), nivo pripojnog epitela (NPE) i krvarenje na provokaciju
(KNP) se koriste u cilju postavljanja dijagnoze ovog oboljenja, kao i za detekciju
inflamatornih lezija.
Srednje vrednosti dubine sondiranja (DS) iznosile su 6.59± 1.47 mm u A grupi,
5.68±1.30 mm u H grupi i 1.14±0.84 mm u Z grupi. Upoređivanjem dobijenih prosečnih
vrednosti DS među grupama potvrđene su statistički značajno veće vrednosti ovog
parametra kod obolelih od parodontopatije u odnosu na grupu zdravih ispitanika
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(p=0.000). Srednje vrednosti dubine sondiranja u A grupi su bile statistički značajno
veće nego u H grupi (p=0.000) (Grafik 3.2).
Grafik 3.2. Srednje vrednosti dubine sondiranja (DS) kod obolelih od agresivne i
hronične parodontopatije, kao i kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom.
Srednje vrednosti nivoa pripojnog epitela (NPE) iznosile su 7.33± 2.32 mm u A
grupi, 6.37±2.11 mm u H grupi i 0.00±0.00 mm u Z grupi (Grafik 3.3.). Komparirajući
dobijene srednje vrednosti NPE među grupama utvrđene su statistički značajno veće
vrednosti ovog parametra kod obolelih od parodontopatije u odnosu na grupu zdravih
ispitanika, pri čemu su srednje vrednosti NPE u A grupi su bile statistički značajno veće
nego u H grupi (p=0.027).
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Grafik 3.3. Srednje vrednosti nivoa pripojnog epitela (NPE) kod obolelih od agresivne i
hronične parodontopatije, kao i kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom
Srednje vrednosti krvarenja na provokaciju (KNP) bile su 4.87±1.77 u A grupi, u
5.04±1.83 u H grupi i 0.64±1.80 u Z grupi (Grafik 3.4.). Upoređivanjem dobijenih
prosečnih vrednosti KNP među grupama potvrđene su statistički značajno veće
vrednosti ovog parametra kod obolelih od parodontopatije u odnosu na grupu zdravih
ispitanika (p=0.000). Nije utvrđena statistički značajna razlika srednjih vrednosti
krvarenja na provokaciju među obolelima od različitih kliničkih formi parodontopatije
(p=0.154).
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Grafik 3.4. Srednje vrednosti krvarenja na provokaciju (KNP) kod obolelih od
agresivne i hronične parodontopatije, kao i kod osoba sa klinički zdravim
parodoncijumom
U cilju procene nivoa oralne higijene korišćen je Plak Indeks (PI). Prosečne
vrednosti plak indeksa iznosile su 4.79±1.79 u A grupi, 4.77±1.66 u H grupi i 1.16±0.37
u Z grupi (Grafik 3.5.). Poređenjem dobijenih prosečnih vrednosti PI među grupama
potvrđene su statistički značajno veće vrednosti ovog parametra kod obolelih od
parodontopatije u odnosu na grupu zdravih ispitanika (p=0.000). Nije utvrđena
statistički značajna razlika srednjih vrednosti Plak Indeksa među obolelima od različitih
kliničkih formi parodontopatije (p=0.316).
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Grafik 3.5. Srednje vrednosti Plak Indeksa (PI) kod obolelih od agresivne i hronične
parodontopatije, kao i kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom
Rezultati ispitivanja kliničkih parametara su sumirani u Tabeli 3.2. gde su
prikazane srednje vrednosti DS, NPE, KNP i PI po grupama ispitanika.




parodontopatija Zdravi P -vrednost
















Sve vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± standardna devijacija, KNP-
krvarenje na provokaciju, DS-dubina sondiranja, NPE-nivo pripojnog epitela, PI-Plak
Indeks, *p-vrednost <0.05 Wilcoxon rank sum test.
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5.2. Kultivacija bakterija subgingivalnog dentalnog plaka
U cilju kultivacije bakterije A. actinomycetemcomitans, formirana su dva različita
pulovana uzorka subgingivalnog dentalnog plaka. Na hranljiva podloge zasejavan je
materijal koji je čuvan u 10% glicerolu i materijal koji je transportovan  u RTF-u.
5.2.1. Kultivacija materijala čuvanog u 10% glicerolu
Materijal koji se čuvao u 10% glicerolu je nakon odmrzavanja razmazivan
direktno korišćenim papirnim poenima na Tryptic Soy–Serum–Bacitracin–Vancomycin
Agar (TSBV) (Slots, 1982). Šolje su inkubirane na  temperaturi od 37°C, 3-5 dana, u
mikroaerofilnim uslovima (5% CO2). Zasejano je ukupno 23 uzorka, a nakon
opservacionog perioda od 5 dana na 19 (82.61%) šolja su se pojavile bakterijske
kolonije.
Na osnovu makroskopskih karakteristika, selektovane su male, okrugle,
translucentne kolonije koje su dalje procesuirane u cilju izolacije bakterijske DNK radi
daljih molekularnih analiza. Rezultati sekvenciranja su pokazali da nijedna od
selektovanih bakterijskih kolonija nije pripadala vrsti Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.
5.2.2. Kultivacija materijala transportovanog u RTF-u
Materijal transportovan u RTF-u je u narednih 24h od momenta uzorkovanja
zasejavan u različitim razblaženjima na 2 vrste podloga: TSBV i Kolumbiju agar
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(bioMérieux, Francuska). Nakon vorteksovanja u trajanju od 30 s, 100 µl uzorka u
razblaženju 10-1 je zasejano na TSBV podlogu, dok je 100 µl razblaženja 10-2 i 10-3
zasejano na Kolumbija agar. Šolje su inkubirane na  temperaturi od 37°C, 3-5 dana, u
mikroaerofilnim uslovima (5% CO2) i nakon toga posmatrane pod svetlosnim
mikroskopom (10x uveličanje).
Od 45 uzorka transportovanih u RTF-u, 24 je zasejano na TSBV podlogu.
Posmatrajući pod mikroskopom, selektovano je 7 kandidata sa karakterističnom
unutrašnjom zvezdastom strukturom kolonije. Preostalih 21 uzoraka je zasejano na
Kolumbija agar, a 12 potencijalnih kandidata na osnovu mikroskopskog izgleda
kolonije selektovano u cilju daljih analiza.
Slika 3.1. Čista kultura bakterije A. actinomycetemcomitans na TSBV podlozi
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Slika 3.2. Kolonija bakterije A. actinomycetemcomitans na TSBV podlozi, 4x
uveličanje. Uočava se centralno postavljena zvezdasta struktura, ivice kolonije blago
talasaste i tamno prebojene.
5.2.3. Kultivacija u tečnim hranljivim podlogama
U cilju dobijanja tečnih kultura korišćene su dve vrste tečnih podloga, TSBV i BHI
(Brain Heart Infusion Broth, bioMérieux, Francuska). Tokom kultivacije u tečnoj
hranljivoj podlozi, kolonije A. actinomycetemcomitans su se lepile za zidove plastične
ili staklene epruvete i nisu zamućivale difuzno podlogu (Slika 3.3.). Nakon
vorteksovanja, odvajale se od podloge i padale na dno epruvete u vidu taloga, pri čemu
je tečni medijum ostajao nezamućen. Izolati su pokazivali ova adhezivna svojstva i
posle 6 meseci kontinuiranog presejavanja.
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Slika 3.3. Tečna kultura bakterije A. actinomycetemcomitans
5.3. Prevalenca i distribucija kultivacijom identifikovanih A.
actinomycetemcomitans izolata
Kultivacijom na TSBV podlozi je među 24 pacijenta (10 iz A grupe, 10 iz H
grupe i 4 iz Z grupe) identifikovan A. actinomycetemcomitans kod 5 pacijenata (3
muškarca i 2 žene), odnosno kod 21.83% ispitanika. Među A. actinomycetemcomitans
pozitivnim pacijentima, 4 (90%) je pripadalo grupi agresivnih parodontopatija, prosečne
starosti 31±4 godina, dok je 1 pacijent (10%) bolovao od hronične parodontopatije (65
godina starosti). 90% A. actinomycetemcomitans pozitivnih su bili pušači.
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Srednja vrednost dubine sondiranja na A. actinomycetemcomitans pozitivnim
mestima bila je 7.26±1.84 mm i sva mesta su krvarila na provokaciju. Prosečna vrednost
Plak Indeksa iznosila je 4.76±1.81.
5.4. Izolacija bakterijske DNK
U ovom radu bakterijska DNK je izolovana na tri različita načina: primenom
visoke temperature, fenolom i upotrebom komercijalnih kitova.
5.4.1. Izolacija ukupne bakterijske DNK visokom temperaturom
Kolonije koje su porasle na TSBV i Kolumbija agaru, kao i one  koje su rasle u
tečnom TSBV medijumu su nakon resuspendovanja u 1 ml sterilne destilovane vode
kuvane na temperaturi od 100°C u trajanju od 5 min. Rezultati PCR analize za 16S
rRNK su pokazali potpuno odsustvo PCR proizvoda, što govori u prilog tome da se ova
metoda izolacije bakterijske DNK ne može koristiti kod A. actinomycetemconitans
izolata.
5.4.2. Rezultati izolacije ukupne bakterijske DNK iz bakterijskih sojeva fenolom
Iako se ova metoda pre svega koristi za izolovanje ukupne DNK iz bakterija
roda Streptomyces (Hopwood et al., 1985), pokazala se kao veoma efikasna i za
izolaciju DNK iz drugih bakterija. Od 12 ispitivanih uzoraka, samo kod dva (kolone 1 i
4) detektovane su trake slabog intenziteta (Slika 3.4), za koje se kasnije potvrdilo da
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pripadaju vrsti A.a. Dobijeni rezultati su pokazali da primenom ove metode nije moguće
uspešno izolovati DNK iz A. actinomycetemconitans izolata (Slika 3.4.).
 M     1        2       3   4         5        6       7       8       9       10      11      12 -K
Slika 3.4. PCR produkti umnožavanja 16S rDNK gena univerzalnim prajmerima nakon
izolacije ukupne bakterijske DNK fenolom.
M-Standard molekulskih veličina (O’GeneRulerTM 100 bp DNK marker); 1-12
potencijalni Aa kandidati;  K- Kontrolna PCR reakcija bez DNK.
5.4.3. Izolacija komercijalnim kitovima
Upotrebom četiri različita komercijalna kita, izolovana je DNK iz Aa izolata. Izolacija
DNK iz A. actinomycetemconitans izolata bila je efikasna primenom Genomic
Purification kita (Fermentas), QIAamp DNA Mini Kita (Qiagen) i ISOLATE Genomic
DNA Kita (Bioline), dok primenom BugBuster® Protein Extraction Reagent (Merck
Millipore) (Slika 3.5.), kao ni KAPA Kitom izolacija DNK nije bila uspešna (rezultati
nisu prikazani).
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M   BB            F          Q       B -K
Slika 3.5. PCR produkti umnožavanja 16S rDNK gena univerzalnim prajmerima
nakon izolacije ukupne bakterijske DNK komercijalnim kitovima.
M-Standard molekulskih veličina (O’GeneRulerTM 100 bp DNK marker), F-
Genomic Purification kita (Fermentas), Q-QIAamp DNA Mini Kita (Qiagen), B-
ISOLATE Genomic DNA Kita (Bioline), K- Kontrolna PCR reakcija bez DNK.
.
5.5. Sekvenciranje izolata dobijenih kultivacijom
Izolati selektovani sa TSBV i Kolumbija agara iz drugog i trećeg pulovanog
uzorka, kao i PCR produkti dobijeni PCR reakcijom za umnožavanje dela gena  16S
rRNA  su sekvencirani, sekvence sastavljene u SeqMan programu, a njihovi homolozi
identifikovani upotrebom BLAST algoritma (Altschul i sar., 1997;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Analiza sekvenci izolata selektovanih sa TSBV podloge iz drugog pulovanog
uzorka je pokazala da najveći broj izolata pripada rodu Campylobacter, zatim
Capnocytophaga i vrsti bakterije Eikenella corrodens dok izolacija bakterije A.
actinomycetemcomitans nije potvrđena sekvenciranjem (Tabela 3.3.).
Analiza sekvenci 4 izolata selektovanih sa TSBV podloge iz trećeg pulovanog
uzorka je pokazala da svi izolati pripadaju vrsti A. actinomycetemcomitans.
 Analiza sekvenci 12 izolata selektovanih sa Kolumbija podloge iz trećeg
pulovanog uzorka je pokazala da najveći broj izolata pripada rodu Streptococcus, dok
kultivacija A. actinomycetemcomitans-a na ovoj podlozi nije potvrđena sekvenciranjem.
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Tabela 3.3. In silico analiza sekvenci 16S rRNA gena izolata dobijenih  kultivacijom




Campylobacter curvus LMG 11127 AF550651 99.87SN-3
Campylobacter curvus ATCC 35224 NR_043603 99.73
SN-6 Campylobacter concisus CHRB3152 HM536952 99.71
Campylobacter gracilis LMG 7616 AF550656 99.72SN-21
Campylobacter gracilis ATCC 33236 NR_043605 99.72
Campylobacter gracilis CCUG 27721 AF550658 98.83
Campylobacter gracilis CCUG 13143 AF550657 98.83
Campylobacter gracilis LMG 7616 AF550656 98.83
SN-22
Campylobacter gracilis ATCC 33236 NR_043605 98.83
Campylobacter gracilis CCUG 27721 AF550658 99.73
Campylobacter gracilis CCUG 13143 AF550657 99.73
Campylobacter gracilis LMG 7616 AF550656 99.73
SN-28
Campylobacter gracilis ATCC 33236 NR_043605 99.73
Campylobacter gracilis LMG 7616 AF550656 98.96SN-29
Campylobacter gracilis ATCC 33236 NR_043605 98.96
Capnocytophaga sp. WWP_SS2_G57 GU412132 97.93SN-34
Capnocytophaga ochracea DSM 7271 CP001632 97.77
Campylobacter gracilis LMG 7616 AF550656 99.57SN-41
Campylobacter gracilis ATCC 33236 NR_043605 99.57
SN-42 Eikenella corrodens JCM12952 AB525415 99.74
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5.6.Reakcije umnožavanja dela 16S rRNK gena bakterije A. actinomycetemcomitans
U cilju identifikacije bakterije A. actinomycetemcomitans u reakcijama lančanog
umnožavanja korišćeni su jedan univerzalni 27f (5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
-3’)  i jedan za vrstu specifičan prajmer (CACTTAAAGGTCCGCCTACGTGC)  koji
amplifikuju deo 16S rRNK gena bakterije A. actinomycetemcomitans. Suspenzija
ukupnog plaka je korišćena kao matrica za PCR amplifikaciju, a bakterijska DNK iz
uzorka je izolovana kuvanjem.
Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Očekivana dužina wt PCR produkta je bila 570 bp. Postojanje dela 16S rRNK
gena A. actinomycetemcomitansa je praćeno prisustvom PCR produkta očekivane
dužine.
                        M         1         2         3         4          5         6
Slika 3.6. Agarozna gel elektroforeza umnoženih delova gena za 16S rRNK
bakterije A. actinomycetemcomitans
M-Standard molekulskih veličina (O’GeneRulerTM 100 bp DNK marker); 1-
Capnocytophaga ochracea; 2-Bacillus turigiensis; 3-Aggregaribacter segnis; 4-
Capnocytophaga; 5-Aggregatibacter aphrophylus; 6-Kontrolna PCR reakcija bez
DNK.
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Od 45 uzoraka analiziranih na ovaj način, 23 su dali trake na 570 bp. Međutim,
sekvenciranjem PCR produkata dobijenih u ovim reakcijama pokazano je da je
korišćenjem ovih prajmera koji bi trebalo da budu specifični za A.
actinomycetemcommitans došlo do umnožavanja dela 16S rRNA gena drugih
bakterijskih vrsta (Slika 3.6.).
5.7. Genotipizacija promotora ltx operona
U cilju karakterizacije gena za leukotoksin A. actinomycetemcomitans izolata,
primenjene su PCR reakcije koje su ranije opisane (Haubek i sar., 1996).
Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Očekivana dužina wt PCR produkta je 1034 ili 504 bp. Postojanje ltx gena je
pokazano prisustvom PCR produkta očekivane visine na 1034 bp (Slika 3.7.), što
odgovara nehiperleukotoksičnom fenotipu izolata A. actinomycetemcomitans.
                1            2              3
Slika 3.7. Agarozna gel elektroforeza umnoženih delova ltx gena bakterije A.
Actinomycetemcomitans.1-Standard molekulskih veličina (O’GeneRulerTM 100 bp
DNK marker); 2- Produkt PCR reakcije (promotor ltx operona); 3-Kontrolna PCR
reakcija bez DNK.
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Svi A. actinomycetemcomitans izolati poseduju ltx gen, tako da se ova reakcija
može uspešno primenjivati u cilju diferencijacije različitih vrsta u okviru roda
Aggregatibacter (Slika 3.8.).
        1                         2            3           4             5             6            7       8
Slika 3.8. Agarozna gel elektroforeza umnoženih delova ltx gena A.
Actinomycetemcomitans izolata
1-Standard molekulskih veličina (O’GeneRulerTM 100 bp DNK marker); 2-5 Produkt
PCR reakcije (promotor operona ltx) A. actinomycetemcomtans izolata; 6-A. segnis; 7-
A. aphrophilus; 8-Kontrolna PCR reakcija bez DNK.
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5.8. Serotip-specifična genotipizacija Multiplex PCR-om
DNK izolovana primenom visoke temperature iz kolonija selektovanih sa TSBV
podloga, koje su bile rezultat zasejavanja materijala čuvanog u 10% glicerolu, je
poslužila kao matrica za PCR amplifikaciju serotip-specifičnih gena. Ove PCR reakcije
su rađene na samom početku istraživanja prema ranije opisanoj metodologiji (Suzuki i
sar., 2001). U to vreme, rezultat uspešnosti izolacije bakterijske DNK kuvanjem nije
bio poznat.
Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Uzorci razdvojeni na agaroznom gelu prikazani su na Slici 3.9.
Slika 3.9. Elektroforetska analiza serotip-specifičnih PCR produkata izolata
selektovanih sa TSBV podloge (potencijalni Aa kandidati, za koje je kasnije
sekvenciranjem potvrđeno da pripadaju vrsti Campylobacter gracilis i rodu
Capnocytophaga).
m-multiplex PCR; a, b, e, f-konvencionalni PCR za svaki serotip; 100 bp – 100 bp
Ladder (Fermentas).
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5.9. Serotip-specifična genotipizacija konvencionalnim PCR-om
Pošto multipleks PCR reakcije nisu dale jasan i konkretan rezultat, isti parovi prajmera
su korišćeni i u konvencionalnim PCR reakcijama. DNK izolovana komercijalnim
kitom poslužila je kao matrica za PCR amplifikaciju serotip specifičnih gena,
sekvenciranjem već potvrđenih A. actinomycetemcomitans izolata. Primenjeni su
restriktivniji uslovi u odnosu na ranije opisane multiplex PCR reakcije (Suzuki i sar.,
2001), odnosno povećana je temperatura anilinga.
Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na 2% gelu. Uzorci
razdvojeni na agaroznom gelu prikazani su na Slici 3.10. Prisustvo produkta PCR
reakcije na očekivanoj dužini od 211 bp govori u prilog tome da klinički izolati
bakterije A. actinomycetemcomitans pripadaju serotipu e, dok PCR produkt dužine 298
bp govori u prilog prisustva serotipa b (Slika 3.11.). Prisustvo dva serotipa kod iste
osobe detektovano je kod samo jednog pacijenta obolelog od hronične parodontopatije
(prisutne trake na očekivanim dužinama u kolonama 3 i 8) (Slika 3.11.).
   M  a           b            c           d            e             f           K
Slika 3.10. Elektroforetska analiza serotip-specifičnih PCR produkata kliničkih A.
actinomycetemcomitans izolata.a, b, c, d, e, f-konvencionalni PCR za svaki serotip; M-
100 bp – 100 bp Ladder (Fermentas); K-kontrolna PCR reakcija bez DNK.
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M 1         2          3           4         5        6         7         8          9       10
Slika 3.11. Elektroforetska analiza serotip-specifičnih PCR produkata kliničkih A.
actinomycetemcomitans izolata.
M-100 bp – 100 bp Ladder (Fermentas); 1-4 konvencionalni PCR za serotip b; 6-9
konvencionalni PCR za serotip b; 5,10-kontrolna PCR reakcija bez DNK.
5.10. Uticaj A. actinomycetemcomitans izolata na ekstravilusnu trofoblastnu ćelijsku
liniju HTR-8/SVneo
Jedna od pretpostavki koju smo želeli da ispitamo ovim radom je da li A.
actinomycetemcomitans ima uticaja na HTR-8/SVneo ćelijsku liniju (Slika 3.12.).
Upotrebljene su dve vrste bakterija A. actinomycetemcomitans, kao i P. gingivalis koji
je poslužio kao pozitivna kontrola našeg eksperimenta, i praćen je njihov uticaj na
vijabilnost ćelija MTT testom.
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5.10.1. Efekat infekcije A.actinomycetemcomitans na vijabilnost ćelija
U ovim eksperimentima praćen je efekat delovanja bakterija A.
actinomycetemcomitans i P. gingivalis na HTR-8/SVneo ćelije u tri vremenska
intervala, šest sati, 24 sata  i 48 sati od infekcije. Iako je u radovima drugih laboratorija
pokazano da infekcija bakterijom P. gingivalis inhibira proliferaciju pojedinih ćelijskih
linija trofoblasta (Katz i sar., 2009), bilo je neophodno utvrditi da li će i u našim
eksperimentalnim uslovima infekcija ovom bakterijom uticati na broj vijabilnih ćelija.
Nakon tretmana pri MOI=100, broj živih ćelija se smanjio 47,2% u odnosu na kontrolu
šest sati posle infekcije, dok je 24 sata od infekcije  broj vijabilnih ćelija smanjen
(~58%) u odnosu na kontrolu.  Sličan rezultat je dobijen i pri MOI=1000 (Grafik 3.7).
Blago smanjenje broja živih ćelija, 24,6% u odnosu na kontrolu koje se uočava
šest sati nakon infekcije bakterijom A. actinomycetemcomitans pri MOI=500, prelazi u
statistički značajno smanjenje od 79.7% nakon 24 sata (Grafik 3.6). Takođe, infekcija
manjim brojem bakterija (MOI=50) dovela je do statistički značajnog smanjenja broja
vijabilnih ćelija (~42%) posle 24h, ali se to smanjenje nije statistički značajno
razlikovalo u odnosu na tretman većim brojem bakterija (MOI=500). Međutim, 48 sati
nakon infekcije dolazi do statistički značajnog povećanja apsorbance, bez obzira na broj
bakterija koje su korišćene u tretmanu, pri čemu je to povećanje apsorbance bilo
statistički značajno veće nakon tretmana manjim brojem bakterija (MOI=50) (Grafik
3.6).
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Grafik 3.6. Vijabilnost HTR-8/SVneo ćelija – uticaj infekcije bakterijom A.
actinomycetemcomitans. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost ± standardna
devijacija (SD) i izražene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n = 12. * označava da
je razlika između kontrole i tretmana, ili pojedinačnog i zajedničkog tretmana statistički



























Grafik 3.7. Vijabilnost HTR-8/SVneo ćelija – uticaj infekcije bakterijom P. gingivalis
Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost ± standardna devijacija (SD) i
izražene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n = 12. * označava da je razlika između
kontrole i tretmana, ili pojedinačnog i zajedničkog tretmana statistički značajna za






















5.10.2.  HTR-8/SVneo ćelije nakon infekcije bakterijom A. actinomycetemcomitans
Ekstravilusna ćelijska linija HTR-8/SVneo u odgovarajućem medijumu obrazuje
konfluentan ćelijski sloj koji je prikazan na Slici 3.12.
Slika 3.12. Žive HTR-8/SVneo ćelije
U ovim eksperimentima su nakon infekcije  uočene promene u izgledu jedara HTR-
8/SVneo ćelija, u poređenju sa kontrolnom grupom ćelija  (Slika 3.13., A, B). Bojenje
jedara je prisutno kod obe grupe ćelija, ali jedra inficiranih ćelija, odnosu na
neinficirane ćelije, se razlikuju po izgledu.
Slika 3.13. Jedra HTR-8/SVneo ćelije vizualizovana bojenjem DAPI reagensom u
kulturi bez infekcije bakterijom A.a (A) i nakon bakterijske infekcije (B). Jedra HTR-
8/SVneo ćelija su označena strelicom (B, j), dok su jedra bakterija označena vrhom
strelice (B, j).
3.12.






Parodontopatije, inflamatorna oboljenja potpornog aparata zuba, su jedno od
najčešćih oboljenja humane populacije. Sve veći broj studija koje ukazuju na činjenicu
da infekcija u parodoncijumu nema lokalizovani efekat već i da povećava rizik za
nastanak nekih sistemskih oboljenja i stanja, stavlja parodontopatije u epicentar
interesovanja naučne i stručne javnosti.
Uloga bakterija iz subgingivalnog dentalnog plaka u etiologiji parodontopatije je
ekstenzivno dokumentovana (Curtis i sar., 2005, Socransky & Haffajee 1994, van
Winkelhoff & Boutaga, 2005). A. actinomycetemcomitans se već dugo vremena unazad
dovodi u vezu sa oboljenjima parodoncijuma i podaci iz literature nesumnjivo dokazuju
njegovu ulogu u etiologiji lokalizovane agresivne parodontopatije (Cao i sar., 2004;
Cortelli i sar., 2003; Haubek & Westergaard, 2006; Wiebe & Putnins, 2000; Yang i sar.,
2004). Veza sa drugim kliničkim formama parodontalnih oboljenja ili sa zdravim
parodoncijumom još uvek je nejasna (Socransky and Haffajee, 2008). Studije su
pokazale da se A. actinomycetemcomitans može naći manje od 20% u subgingivalnom
dentalnom plaku osoba sa klinički zdravim parodoncijumom (Rylev & Kilian, 2008).
Istraživanja su pokazala da nisu svi A. actinomycetemcomitans izolati podjednako
patogeni, a uloge drugih kultivabilnih i nekultivabilnih bakterija i njihova interakcija sa
bakterijom A. actinomycetemcomitans bi tek trebalo objasniti. Za sada je poznato da
Porphyromonas gingivalis i Prevotela intermedia produkuju proteaze koje mogu da
smanje toksičnost bakterije A. actinomycetemcomitans, što vodi ka zaključku da bi kod
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nekih pacijenata A. actinomycetemcomitans mogao da ima dopunsku ulogu u razvoju
parodontopatije (Chen & Slots, 1999).
Prvi od ciljeva ovog istraživanja bila je izolacija bakterije A.
actinomycetemcomitans iz subgingivalnog dentalnog plaka obolelih od agresivne i
hronične parodontopatije kao i kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom radi
dalje karakterizacije i ispitivanja toksičnog potencijala ove bakterije.
Pored kliničkog pregleda, a u cilju procene aktivnosti destruktivnih procesa u
parodoncijumu koje su posledica prisustva različitih parodontopatogena,  od značaja su
i različite metode koje se koriste za detekciju ovih mikroorganizama. Podaci iz literature
govore da je A. actinomycetemcomitans moguće detektovati kultivacijom, DNA-DNA
hibridizacijom, indirektnom imunoflorescencom, FISH metodom, konvencionalnim i
multipleks PCR-om, "nested" PCR-om, "real time" PCR-om, "loop-mediated isothermal
amplification", kloniranjem i sekvenciranjem 16S rRNK biblioteka.
Tradicionalna kultivacija bakterija ima nekoliko bitnih prednosti: omogućava
istovremenu detekciju više različitih bakterijskih vrsta i dozvoljava testiranje osetljivosti
bakterija na različite antibiotike. Najvažnija osobina kultivacije je što omogućava
detekciju neočekivanih bakterija. Ova karakteristika čini kultivaciju referentnom
metodom za identifikaciju parodontopatogena.
Kultivacija kao metoda ima i brojna ograničenja. Neophodno je očuvati
vijabilnost bakterija i zbog toga su uslovi uzorkovanja i transportovanja do laboratorije
vrlo strogo definisani. Osoblje koje manipuliše uzorcima  mora biti dobro obučeno i
iskusno. Veliki nedostatak kultivacije je što se  rezultati ne dobijaju odmah, nego je
potrebno vreme da bakterije narastu i kolonije formiraju svoje karakteristične
morfološke osobine koje će omogućiti identifikaciju bakterija. Naročiti problem
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predstavlja činjenica da se kultivacijom ne mogu detektovati bakterije koje su u malom
broju prisutne u uzorku, odnosno ispod detekcionog limita koji u proseku iznosi 103 do
104 bakterijskih ćelija (Lamster i sar., 1993; Armitage, 1996).
Na samom početku ovog istraživanja se u cilju izolacije bakterije A.
actinomycetemcomitans koristila selektivna TSBV podloga. Primarni cilj kultivacije je
bila izolacija bakterije A. actinomycetemcomitans koji bi poslužio kao pozitivna
kontrola u planiranim PCR reakcijama. Subgingivalni dentalni plak prvih 45 ispitanika
uključenih u studiju je bio evaluiran prema ovom metodološkom konceptu.  Uzeta su po
dva pulovana uzorka subgingivalnog dentalnog plaka. Prvi pulovan uzorak koji je
odlagan u 1 ml fiziološkog rastvora je je korišćen za PCR reakcije, za identifikaciju
bakterije A. actinomycetemcomitans pomoću jednog prajmera specifičnog za vrstu i
jednog univerzalnog prajmera. Od 23 ispitanika čiji su uzorci u PCR reakciji davali
produkt na očekivanoj dužini od 570 bp, drugi pulovan uzorak subgingivalnog
dentalnog plaka koji je čuvan u 10%-om glicerolu na -20°C se zasejavao direktno sa
papirnih poena na TSBV podlogu. Ova podloga zbog toga što u sebi sadrži vankomicin
i bacitracin suprimira većinu oralnih bakterijskih vrsta i značajno više nego neselektivni
krvni agar dozvoljava rast bakterije A. actinomycetemcomitans. Od značaja bi bilo istaći
činjenicu da bez pregledanja kolonija izraslih na šolji uz pomoć svetlosnog mikroskopa,
kolonije A. actinomycetemcomitans ne mogu biti prepoznate. Iako su u cilju naknadnih
analiza selektovane male, okrugle, konveksne, translucentne i svetlucave kolonije, od
0.5 do 1.0 mm u dijametru koje su se pojavile nakon 3 dana inkubacije, sekvenciranje je
pokazano da većina ovih kolonija pripada rodu Campylobacter, kao i Capnocytophaga i
Eikenella (Tabela 3.2.). Samo je teorijski moguće da u uzorcima od 23 ispitanika koji su
analizirani na ovaj način, nijedan nema A. actinomycetemcimitans u subgingivalnom
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dentalnom plaku. Veća je verovatnoća da su kolonije drugih bakterijskih vrsta prerasle
kolonije bakterije A. actinomycetemcimitans jer su bile u značajno većem broju.
U drugom delu istraživanja od 45 uzorka transportovanih u RTF-u, 24 je zasejano
na TSBV podlogu.  Posmatrajući pod mikroskopom, selektovano je sedam kandidata sa
karakterističnom unutrašnjom zvezdastom strukturom kolonije od kojih su četri
potvrđeni sekvenciranjem da pripadaju vrsti A. actinomycetemcomitans. Preostalih 21
uzoraka su zasejani na Kolumbija agar podlozi, a 12 potencijalnih kandidata na osnovu
mikroskopskog izgleda kolonije selektovano u cilju daljih analiza. Iako su imale
zvezdastu unutrašnju strukturu, nijedna od selektovanih kolonija sa Kolumbija podloge
nije pripadala vrsti A. actinomycetemcomitans. Rezultati istraživanja govore u prilog
prednosti korišćenja selektivne TSBV podloge u cilju kultivacije bakterije A.
actinomycetemcomitans, jer svetla boja agara omogućava laku vizualizaciju
karakteristične zvezdolike unutrašnje strukture pod mikroskopom.
Dobijeni rezultati su pokazali da 90% izolata pripada obolelima od agresivne
parodontopatije, što je u saglasnosti sa podacima iz literature. Srednja vrednost dubine
sondiranja na A. actinomycetemcomitans pozitivnim mestima bila je 7,26±1,84 mm.
Rezultati koji porede vezu prisustva bakterije A. actinomycetemcomitans u odnosu na
vrednosti kliničkih parametara parodontalnih oboljenja su u literaturi vrlo različiti, što
se objašnjava različitim metodološkim konceptima primenjenim u studijama. Međutim,
u najvećem broju studija je potvrđeno da što je veća dubina parodontalnog džepa, veća
je i  verovatnoća izolacije bakterije A. actinomycetemcomitans (Socransky & Haffajee,
1992). U ovom istraživanju kultivacijom nije izolovan A. actinomycetemcomitans kod
osoba sa klinički zdravim parodoncijumom. Najveći broj uzoraka klinički zdravih
ispitanika je zasejavan na Kolumbija podlogu i iako su selektovane kolonije sa
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zvezdolikom unutrašnjom strukturom, rezultati sekvenciranja su pokazali da nijedan
izolat ne pripada vrsti A. actinomycetemcomitans. Rezultati brojnih istraživanja su
pokazali da se A. actinomycetemcomitans kod osoba sa klinički zdravim
parodoncijumom nalazi vrlo retko i to u veoma malom procentu, što govori u prilog
tome da je u stanju dobrog parodontalnog zdravlja rast ove bakterijske vrste pod
kontrolom i izbalansiran prisustvom drugih mikroorganizama u biofilmu. Grupu
parodontalno zdravih ispitanika u ovoj studiji činili su studenti IV i V godine
Stomatološkog fakulteta u Beogradu, koji su obučeni u održavanju oralne higijene.
Mala količina prisutnog dentalnog plaka je verovatno rezultirala prisustvom bakterije A.
actinomycetemcomitans ali ispod detekcionog limita za kultivaciju. Iz tog razloga bi
trebalo u cilju određivanja prisustva bakterije A. actinomycetemcomitans kod osoba sa
klinički zdravim parodoncijumom primeniti neku od osetljivijih molekularnih metoda.
Metoda lančane amplifikacije DNK (PCR metoda) omogućava bržu detekciju i
veću preciznost u odnosu na kultivaciju i predstavlja najosetljiviju i najbržu metodu za
utvrđivanje prevalence parodontalnih bakterija (Ashimoto, 1996; Riggio et al., 1996;
Eick et al., 2002). Ovom metodom se mogu amplifikovati izuzetno male količine
bakterijskih nukleinskih kiselina što omogućava detekciju svega 10-ak bakterija u
uzorku plaka (Tran & Rudney, 1999).
Molekularno-biološke metode pomoću sekvence gena za 16S rRNK se u
današnje vreme najviše koriste u cilju identifikacije i klasifikacije bakterija. Sekvenca
ribozomalne RNK se široko koristi za kategorizaciju u biološkoj filogenetskoj
taksonomiji, pa i u taksonomiji mikroorganizama (Fox i sar., 1980). Pošto 16S rRNK
sadrži nekoliko vrlo dobro konzerviranih regiona među biološkim vrstama, to
omogućava poređenje sekvenci 16S rRNK u studijama molekularne evolucije. Takva
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sekvenca 16S rRNK takođe omogućava identifikaciju mikroorganizama jer 16S rRNK
sadrži i druge varijabilne sekvence koje se razlikuju među vrstama ili familijama
(Rossello-Mora & Amann, 2001). Iz tih razloga se 16S rRNK koristi za filogenetske
analize, uključujući i identifikaciju vrste bakterija. Iako bi odabrana sekvenca 16S
rRNK trebalo da omogući amplifikaciju samo konkretne, ciljane vrste
mikroorganizama, naša istraživanja govore u prilog značajne nespecifičnosti korišćenih
prajmera u ovoj vrsti analiziranja uzoraka. Naši rezultati su pokazali da korišćenjem
prajmera specifičnog za vrstu dizajniranog prema sekvenci dela gena za 16S rRNK
bakterije A. actinomycetemcomitans, su dobijeni PCR produkti na očekivanoj dužini od
570 bp za koje se kasnije sekvenciranjem potvrdilo da pripadaju vrstama
Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter segnis, Campylobacter, Bacillus
turigiensis. Kao DNK matrica u PCR reakcijama je korišćena suspenzija ukupnog
plaka, prethodno kuvana na 100°C u cilju izolacije bakterijske DNK. Kasnije smo,
proveravajući različite metode izolacije DNK bakterije A. actinomycetemcomitans, došli
do zaključka da se genetički materijal ove bakterijske vrste ne može izolovati kuvanjem
iako se u brojnim istraživanjima upravo ova metoda koristi. Dakle, u cilju identifikacije
bakterije A. actinomycetemcomitans trebalo bi koristiti sekvencu nekog drugog gena,
npr. sekvencu promotorskog regiona operona gena za leukotoksin. Rezultati našeg
istraživanja su pokazali da je ova reakcija daleko specifičnija, jer je dala amplikone
samo kod A. actinomycetemcomitans izolata.
U ovoj studiji smo koristili prajmere specifične za klastere gena koji su
odgovorni za biosintezu serotip-specifičnog polisaharidnog antigena. Prajmeri su
dizajnirani tako da omogućavaju identifikaciju serotipova bakterije A.
actinomycetemcomitans pomoću multipleks PCR-a. Prema Suzukiju i sar., (Suzuki i
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sar., 2001) ovaj metod može biti koristan u genotipizaciji serotipova, brzo i direktno iz
kliničkog uzorka koji sadrži različite mikroorganizme. Naši rezultati su bili nespecifični
kada smo koristili suspenziju ukupnog subgingivalnog dentalnog plaka kao DNK
matricu u PCR reakciji. Pošto u to vreme još uvek nismo imali rezultate sekvenciranja
16S rRNK potencijalnih A. actinomycetemcomitans kandidata selektovanih sa TSBV
podloge, pristupili smo daljim molekularnim ispitivanjima i dobili veoma iznenađujuće
i neočekivane rezultate. U PCR reakcijama smo koristili dve vrste DNK matrice: 1)
kolonije dobijene zasejavanjem uzorka subgingivalnog dentalnog plaka i 2) suspenziju
ukupnog plaka. Obe vrste uzoraka su, kao što je u metodologiji napomenuto, uzete sa
istih-reprezentativnih zuba. Pozitivne signale specifične za serotip smo dobili
analizirajući obe vrste uzoraka. Međutim, in sillico analize su pokazale da većina
selektovanih kolonija pripada rodu Campylobacter, kao i Capnocytophaga i Eikenella
(Tabela 3.2.) uprkos činjenici da su dobijeni  pozitivni signali specifični za serotipove
bakterije A. actinomycetemcomitans.  Postavljajući restriktivnije uslove PCR reakcije
(temperatura anilinga podignuta na 60°C) i koristeći DNK izolovanu komercijalnim
kitovima za ekstrakciju DNK, došli smo do zaključka da A. actinomycetemcomitans
izolati u našoj populaciji pripadaju serotipu b i e. Samo kod jednog pacijenta obolelog
od hronične parodontopatije smo detektovali prisustvo dva serotipa, serotip b i serotip e.
Rezultati su dobijeni konvencionalnim, a ne multipleks PCR-om. Naši rezultati su vrlo
interesantni jer se serotip e sreće jako retko u Evropi, u oko 3 % (Poulsen i sar., 1994),
odnosno 10 % slučajeva (Dogan i sar., 1999B), dok je kod Japanaca izolovan u 23%
slučajeva (Yamamoto i sar., 1997). Ni u jednoj od ovih studija serotip e nije pronađen
kod obolelih od lokalizovane agresivne parodontopatije. Ove diskrepance u distribuciji
serotipova se mogu objasniti različitim brojem subjekata u uzorku, parodontalnim
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statusom, genetskim karakteristikama kao i faktorima okruženja samih ispitanika.
Postoji nekoliko mogućih objašnjenja zbog čega je detekcija serotipova d i e tako retka
među kliničkim A. actinomycetemcomitans izolatima. Pre svega, uslovi koji vladaju u
usnoj duplji mogu da favorizuju kolonizaciju serotipova a, b i c što rezultira većom
prevalencom ovih serotipova u humanoj populaciji, a osobe koje su već kolonizovane
bakterijom A. actinomycetemcomitans imaju jako male šanse da budu inficirane sa
novim A. actinomycetemcomitans klonovima tokom dužeg niza godina. Dalje,
serotipovi d i e bi mogli biti osetljiviji na antibiotike od ostalih serotipova što bi
doprinelo njihovoj ređoj detekciji. Takođe, otežana transmisija ovih izolata sa osobe na
osobu, kao i naglašen i naročito efikasan imunski odgovor protiv ovih izolata bi mogli
doprineti njihovoj eradikaciji. Međutim, ova objašnjenja su opovrgnuta za serotip e jer
rezultati istraživanja nisu potvrdili vanrednu osetljivost na antibiotike (Pajukanta i sar.,
1993), a dokazana je i intrafamilijarna transmisija oba serotipa (Asikainen i sar., 1996,
Saarela i sar., 1993). Takođe, ne postoje podaci u literaturi koji govore u prilog
efektivnijem odgovoru domaćina, odnosno većim koncentracijama antitiela specifičnih
na serotip d i e u odnosu na ostale serotipove (Gmür & Baehni, 1997). Jedno od
objašnjenja za retku detekciju serotipova d i e je da bi oni mogli da budu povremeni
mutanti dominantnih serotipova, ali i ova mogućnost je opovrgnuta rezultatima studije
koji su pokazali da svaki od 5 serotipova obuhvata genetski izolovane subpopulacije,
tako da se serotipovi d i e ne mogu smatrati varijantama ostalih, zastupljenijih
serotipova (Poulsen i sar., 1994). Još jedna studija novijeg datuma je na osnovu
filogenetskih analiza i rezultata real-time PCR-a, analize  sekvence 16S rRNK gena,
DNA-DNA hibridizacije, AFLP analize i fenotipske karakterizacije pomoću API®
50CH kita, pokazala da serotip e izolati formiraju relativno evolutivno stabilni,
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verovatno klonski ali globalno distribuirani A. actimnomycetemcomitans soj (van der
Reijden i sar., 2010). Jedan od razloga za retku izolaciju serotipova d i e bi mogao da
bude i tehničke prirode, odnodno da se vijabilnost ovih izolata ne može održati tokom
transporta do laboratorije. Testiranjem ove hipoteze došlo se do zaključka da nema
razlike u CFU vrednostima između različitih serotipova. Korišćen je VMGA III
transportni medijum, a CFU vrednosti se nisu razlikovale na šoljama koje su odmah po
prispeću uzorka u laboratoriju zasejane i šoljama koje su zasejane nakon 2 dana od
uzorkovanja, pri čemu su uzorci stajali na sobnoj temperaturi (Dogan i sar., 1999). U
drugim studijama gde su korišćeni drugi transportni medijumi pokazana je retkost ovih
serotipova (Zambon i sar., 1983). Iako smo u ovom istraživanju koristili RTF
transportni medijum i zasejavali uzorke najkasnije 48h od momenta uzorkovanja, uspeli
smo da održimo bakterije A. actimnomycetemcomitans vijabilnim i ostvarimo uspešnu
kultivaciju serotipa e. Međutim, neophodna su dalja istraživanja na većem uzorku da bi
se ispitalo prisustvo drugih serotipova u srpskoj populaciji, a u cilju identifikacije kako
samog A. actimnomycetemcomitans, tako i serotipova neophodno je primeniti osetljivije
molekularne metode, npr. fluorescentnu in situ hibridizaciju - FISH ili imunološke
analize (određivanje titra serotip-specifičnih IgG antitela-ELISA testom).
 Istraživanja sprovedena u severnoj Evropi, severnoj Africi i na afričko-
američkoj populaciji su pokazala da je kod pojedinaca uglavnom prisutan jedan serotip ⁄
genotip A. actinomycetemcomitans i da ovakav vid kolonizacije ima tendenciju da
ostane stabilan u dužem vremenskom periodu, čak 1-6 godina (Asikainen & Chen,
1999; Saarela i sar., 1992, 1993, 1999; Yamamoto i sar., 1997; Yang i sar., 2005).
Pokazano je da se serotipovi a, b, c i f se pojavljuju mnogo češće u usnoj duplji
nego serotipovi d i e. Serotip b se mnogo češće sreće kod obolelih od agresivne
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parodontopatije (Asikainen i sar., 1991b; Lakio  sar., 2002; Haubek i sar., 1995, 1996,
1997A, 2001, Tinoco i sar., 1997B; Zang i sar., 2004, 2005; Zambon, 1983B), kao i u
slučaju neoralnih infekcija (Paju i sar., 2000; Zambon i sar., 1983B, 1988). Serotip c se
vrlo često javlja kod osoba sa klinički zdravim parodoncijumom (Asikainen i sar.
1991A; Dogan i sar., 1999; Haubek i sar., 1995; Lakio  sar., 2002). Neke osobe nose
više različitih genotipova bakterije A. actinomycetemcomitans, a takođe je pokazano da
jedna osoba može biti kolonizovana sa dva različita serotipa istovremeno (Alaluusua i
sar., 1991; Asikainen i sar., 1991A; Chung i sar., 1989; Hölttä i sar., 1994).
 Istraživanja su pokazala da postoje razlike u distribuciji serotipova među
narodima različite geografske i rasne pripadnosti (Asikainen i sar., 1991A; Chung i sar.,
1989; Hölttä i sar., 1994; Yamamoto i sar., 1997; Yang i sar., 2005). Međutim, zbog
razlika u dizajnu studija i različitih dijagnostičkih kriterijuma, direktno poređenje
rezultata istraživanja je značajno otežano. Iako je u većini istraživanja prevalenca
serotipa b bila značajno veća kod obolelih od agresivne parodontopatije, rezultati
istraživanja u Koreji su pokazali da se ovaj serotip  javlja podjednako često kao i
serotipovi a i c (Chung i sar., 1989). Studija sprovedena u Tajvanu koja je obuhvatala
mladu populaciju je pokazala da su serotipovi a, b i c vrlo frekventni članovi oralne
mikroflore, ali da se serotip b javlja značajno više kod obolelih od parodontopatije nego
kod osoba sa zdravim parodoncijumom (Yang i sar., 2005). Nasuprot njima, serotipovi
d, e i f su relativno retki (Dogan i sar., 1999A; Teixeira i sar., 2006). U nekoliko studija
broj izolata sa ovim serotipom je bio toliko mali da se nije mogao doneti zaključak o
vezi ovih izolata sa vrstom parodontopatije ili geografskim poreklom nosioca (Haubek i
sar., 1995, 2001). Podaci iz literature su pokazali da se serotipovi a, b i c mogu izolovati
kod pripadnika bele rase u Severnoj Evropi (Asikainen i sar., 1991A, Haubek i sar.,
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1995), Grčkoj (Sakellari i sar., 2011) i Severnoj Americi (Zambon i sar., 1983), dok se u
Azijskoj populaciji (Kinezi, Vijetnamci, Tajlanđani i Koreanci) najčešće sreće serotip c
(Chung i sar., 1989; Dahlen i sar., 2002;  Holtta i sar., 1994; Mombelli i sar., 1998).
Iako se PCR metodi daje prednost jer je brza, osetljiva i omogućava detekciju
malog broja bakterija koje su inače ispod detekcionog limita u slučaju kultivacije,
prezentovani rezultati su pokazali da ovaj metod nije konkluzivan per se i potvrđuju
neizostavnost sekvenciranja. Kombinaciju molekularnih tehnika i kultivacije kao
tradicionalnog "zlatnog standarda" bi trebalo koristiti u cilju identifikacije
parodontopatogena, kao i u cilju postavljanja dijagnoze i praćenja postignutih
terapijskih rezultata u lečenju parodontopatije.
Upravo nepostojanje "zlatnog standarda" u cilju detekcije prisustva bakterije A.
actinomycetemcomitans rezultirale su brojnim metodološkim konceptima koji su
doprineli značajnoj različitosti rezultata. Procedure uzorkovanja dentalnog plaka i
metode koje su se koristile u analizi tih uzoraka u laboratorijama su se vrlo značajno
razlikovale među epidemiološkim studijama. Brojni faktori su doprinosili ovoj
različitosti: sama procedura uzimanja uzoraka plaka, razlog uzorkovanja, uzrast
ispitanika i mesto uzorkovanja. Plak je uziman pomoću četkica za zube, čačkalica,
briseva, papirnih poena, kireta, itd. U odnosu na uzimanje reprezentativnog uzorka
dentalnog plaka iz parodontalnih džepova, nije postignut konsenzus u odnosu na to koja
je tehnika superiornija od ostalih (Beikler i sar., 2006; Dahlén, 1993; Loomer, 2004;
Renvert i sar., 1992; Tanner & Goodson, 1986; Teles i sar., 2008).
U komparativnoj studiji gde su poređene dve tehnike uzimanja subgingivalnog
dentalnog plaka, uzorkovanje papirnim poenima se pokazalo superiornijim u odnosu na
uzimanje uzorka kiretama. Ovom tehnikom se kasnije u toku kultivacije dobilo daleko
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više kolonija, a i kultivisalo se mnogo više parodontopatogena nego kada su uzorci bili
uzeti kiretama (Renvert i sar., 1992). Upravo iz ovih razloga smo se odlučili da
koristimo papirne poene u ovoj studiji.
Poznato je da različite bakterijske vrste nisu homogeno distribuirane u biofilmu.
Ovo značajno može da utiče na rezultate uzorkovanja papirnim poenima koji imaju
veliku moć apsorpcije. U in vitro uslovima, najuspešnije se uzorkuju one bakterijske
vrste koje se nalaze u površinskim slojevima plaka (Baker i sar., 1991). Iz ovih razloga,
uzimanje uzorka papirnim poenima bi bilo reprezentativnije kada je od interesa
neadheriran dentalni plak koji se nalazi slobodan u parodontalnom džepu, nego čvrsto
vezani slojevi biofilma. Rezultati istraživanja su pokazali da se A.
actinomycetemcomitans vezuje za površinske slojeve vezanog dentalnog plaka, kako
onog koji se nalazi na tvrdom zidu parodontalnog džepa, tako i onog koji je vezan za
epitel parodontalnog džepa Noiri i sar., 2001; Socransky & Haffajee, 2005). Ovo je
verovatno jedan od razloga zbog kojih je otežana detekcija bakterije A.
actinomycetemcomitans naročito kod osoba sa zdravim parodoncijumom, jer
manipulacija papirnim poenom ne  bi trebalo da bude agresivna, nego da subgingivalna
aplikacija bude bez primene  sile i pritiska.
U formiranju metodološkog koncepta uzorkovanja, parametri koje bi trebalo
razmotriti su tip i veličina papirnih poena, dužina boravka papirnih poena u
parodontalnom prostoru i osetljivost metoda koje se koriste u laboratorijskim analizama
(Poulsen i sar., 2003). U studiji gde je ispitivana efikasnost različitih papirnih poena u
uzimanju uzorka, najbolje su se pokazali papirni poeni ISO 45. U odnosu na vreme
boravka papirnog poena u parodontalnom prostoru, vreme od 60 s se pokazalo
optimalnim, mada i kraća vremena (5-30 s) nisu značajno redukovala efikasnost
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uzorkovanja (Hartroth i sar., 1999). Tanke papirne poene bi trebalo izbegavati, jer se u
izvesnoj meri teže plasiraju u parodontalni džep. Takođe, brže omekšaju, pa postoji
mogućnost da ni ne stignu do dna džepa što povećava rizik za dobijanje lažno
negativnih rezultata (Baker i sar., 1991; Hartroth i sar., 1999).
Jedno od pitanja koje je dosta često predmet debatovanja je kako selektovati
mesta uzorkovanja i koji je to optimalni broj mesta sa kojih se uzima uzorak u cilju
dobijanja reprezentativnog uzorka mikrobiota u subgingivalnom dentalnom plaku. Kada
je reč o bakteriji A. actinomycetemcomitans najmanji broj lažno negativnih rezultata je
bio kada su uzimani uzorci iz četiri najdublja parodontalna džepa i konačni zaključak te
studije je bio da se povećanjem broja mesta uzorkovanja značajno smanjuje mogućnost
dobijanja lažno negativnih rezultata (Haffajee & Socransky, 1992).
Preporuka da se uzorak uzima iz najdubljih džepova može da bude relevantna
kao vodič u nekim istraživanjima. Međutim, kada su u pitanju inicijalno zdravi, mladi
subjekti ili deca, preporuka je da se uzorci uzimaju sa mesta gde prvo kreće destrukcija
u parodoncijumu kod agresivne parodontopatije – stalni prvi sekutići i prvi molari
(Haubek i sar., 2002; Hørmand & Frandsen, 1979; Saxén & Murtomaa, 1985;
Timmerman i sar., 2000). Istraživanja su pokazala da je prevalenca bakterije A.
actinomycetemcomitans bila najniža kada je uzorak uziman samo u predelu prvih
inciziva, ali se nije značajno razlikovala ni u slučaju uzorkovanja oko prvih molara
(Haubek i sar., 2001, 2008). Rezultati ovih istraživanja su pokazali da bi trebalo kod
adolescenata uzimati uzorke sa osam mesta u zubiku, jer je na taj način detektovan
mnogo veći broj nosioca  bakterije A. actinomycetemcomitans. U okviru ovog
istraživanja kod zdravih ispitanika smo uzimali uzorke subgingivalnog dentalnog plaka
u predelu mezijalnih površina prvih stalnih molara. Iako je u prvom delu istraživanja od
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15 zdravih ispitanika kod 10 potvrđeno prisustvo bakterije A. actinomycetemcomitans
PCR-om, kultivacijom nije izolovan nijedan. Ovo se može objasniti možda malim
brojem mesta u zubiku sa kojih je uziman uzorak subgingivalnog dentalnog plaka, ili je
broj bakterija A. actinomycetemcomitans u uzorku bio ispod detekcionog limita za
kultivaciju.
A. actinomycetemcomitans kao jedan od glavnih oralnih patogena izaziva
inflamaciju istovremeno doprinoseći destrukciji ekstracelularnog matriksa
parodontalnog ligamenta i alveolarne kosti. Ovaj mikroorganizam sa velikim
virulentnim potencijalom spakovanim u 2 Mb genom, putem svojih različitih celularnih
i ekstracelularnih komponenata, stupa u interakciju sa domaćinom. Mnogi faktori
virulencije ovog organizma još uvek nisu identifikovani. Sekvenciranje genoma
bakterije A. actinomycetemcomitans zajedno sa razvojem sistema za efikasnu
inaktivaciju gena će doprineti bržoj identifikaciji tih faktora.
Prvi otkriven i do sada najviše izučavan faktor virulencije bakterije A.
actinomycetemcomitans je leukotoksin. Primarna uloga leukotoksina je  izbegavanje
pokretanja imunog odgovora koje se dešava u prisustvu bakterije A.
actinomycetemcomitans. Naime, kao posledica prisustva i invazije bakterije A.
actinomycetemcomitans, polimorfonukleari migriraju na mesto oštećenja što rezultira
aktivacijom niza kaskadnih imunoloških reakcija koje imaju za cilj eliminaciju
patogena. Leukotoksin je glavni akter kontra-odbrane bakterije A.
actinomycetemcomitans. Cilj svakog patogena nije da eliminiše domaćina, nego da živi
u simbiozi sa njim, a A. actinomycetemcomitans je izvanredan primer jednog, na taj
način, uspešnog patogena. Ciljajući samo određene ćelije bele krvne loze, bakterije se
osiguravaju da su efekti delovanja njihovih toksina limitirani samo na ćelije koje su
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imunološki najrelevantnije (Kachlany, 2010A). Istraživanja su pokazala da su Th1
limfociti najosetljiviji na delovanje leukotoksina, jer je protočnom citometrijom
dokazano da poseduju najveći broj CD11 i CD18 molekula na svojoj površini
(Kachlany i sar., 2009).  Pored Th1 limfocita, istraživanja su pokazala da formirajući
pore na ćelijskoj membrani, leukotoksin dovodi do smrti polimorfonuklearnih
leukocita-neutrofila (Teichman & Wilton, 1981) i monocita (Zambon i sar., 1983A).
Postoje jasne razlike u ekspresiji leukotoksina među A. actinomycetemcomitans
izolatima. Opisani su izolati sa minimalnom (npr. ATCC 33384), umerenom (npr. y4) i
jakom (JP2) ekspresijom leukotoksina. Konkretni razlozi zbog čega postoje razlike u
ekspresiji leukotoksina još uvek nisu definisani. Izolati koji se odlikuju
hiperleukotoksičnim fenotipom (JP2) poseduju deleciju 530 bp na operonu ltx gena.
Prisustvo ovih izolata je značajno češće kod osoba sa lokalizovanom agresivnom
parodontopatijom. Brojne studije su pokazale rasni tropizam JP2 klona, odnosno
njegovu veću zastupljenost u afričkoj populaciji, naročito u Maroku. Nezavisno od JP2
klona, u Japanu je izolovan još jedan hiperleukotoksični A. actinomycetemcomitans
izolat (He i sar., 1999; Schaeffer i sar., 2008), čiji je promotorski region dužine 1926 bp.
Grupa istraživača sa Sardinije je analizirala mikrobiološki sastav subgingivalnog
dentalnog plaka i pljuvačke pacijenata sa različitim parodontalnim statusom. Studija je
pokazala da od 81 ispitanika uključenih u istraživanje svega njih 10 je bilo
kolonizovano bakterijom A. actinomycetemcomitans, od kojih su samo 2 pacijenta imali
pozitivan nalaz i u pljuvački. Interesantan je nalaz da je čak 6 izolata pripadalo JP2
klonu, za koga sa zna da poseduje rasni topizam i da je karakterističan za afričku
populaciju (Orrù i sar., 2006). Grupa istraživača je pokazala pozitivnu korelaciju
hiperleukotoksičnih izolata sa agresivnom parodontopatijom za razliku od obolelih od
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hronične parodontopatije i osoba sa klinički zdravim parodoncijumom (Cortelli i sar.,
2003). S druge strane, među A. actinomycetemcomitans izolatima u grčkoj populaciji
koji su pripadali serotipu b nije potvrđen hiperleukotoksični JP2 klon (Sakellari i sar.,
2011).
 Nepoznato je prisustvo drugih izolata sa sličnim virulentnim potencijalom kod
obolelih od parodontopatije različitih etničkih grupa, tako da su komparativne genetičke
analize bakterije A. actinomycetemcomitans neophodne u daljim istraživanjima. Iako se
prisustvo JP2 klonova vezuje za LAP, pokazano je i da su minimalno leukotoksični
izolati, npr. 652 izolat, identifikovani kod obolelih od ove vrste parodontopatije u
severnoevropskoj populaciji (Kaplan i sar., 2002; Fine i sar., 2007). Na osnovu ovih
rezultata autori su zaključili da još uvek nije moguće odrediti da li JP2 klon ima veći
virulentni potencijal od minimalno leukotoksičnih izolata. Fine i sar. su pokazali da je
izolat sa 652 promotorom minimalno leukotoksičan u laboratorijskim uslovima, ali u
fiziološkom okruženju produkuje isti nivo toksina kao i JP2 izolati (Fine i sar., 2007).
Rezultati naših istraživanja su pokazali da A. actinomycetemcomitans izolati u
našoj populaciji ne pripadaju hiperleukotoksičnom fenotipu. Reakcija lančanog
umnožavanja ltx operona se pokazala vrlo pouzdanom u cilju identifikacije bakterije A.
actinomycetemcomitans i diferencijacije različitih vrsta u okviru roda Aggregatibacter.
Iako je leukotoksin izučavan isključivo zbog toga što predstavlja pretnju imunom
sistemu domaćina, postavilo se pitanje da li se ovaj toksin zbog svojih jedinstvenih
prirodnih karakteristika može eksploatisati u terapijske svrhe. U savremenoj medicini je
već poznata primena nekoliko bakterijskih toksina u svakodnevnoj kliničkoj praksi, kao
npr. Clostridium botulinum neurotoksin (BOTOX) u tretmanu neuromuskularnih
oboljenja (Jankovic, 2004) i Corynebacterium diphtheriae toksin (ONTAK) koji se
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koristi u lečenju T-ćelijskog limfoma (Duvic i sar., 2002; Olsen i sar., 2001).
Istraživanja su pokazala da je ekspresija LFA-1 povećana kod mnogih leukemija i
limfoma (Bechter i sar., 1999; Horst i sar., 1991), što vodi ka zaljučku da bi maligne
ćelije bile osetljivije na citotoksične efekte posredovane LFA-1. Kachlany i sar. (2009)
su pokazali da su zdrave ćelije bele loze u perifernoj cirkulaciji neosetljive na delovanje
leukotoksina, za razliku od malignih koje su izuzetno osetljive. Leukotoksin se pokazao
veoma efikasnim u tretmanu leukemije kod SCID miševa, a testiran na Makaka
majmunima u vrlo malim dozama (22μg/kg) je doveo do smanjenja broja belih krvnih
zrnaca dok su vrednosti hemoglobina, eritrocita, trombocita i drugih markera toksičnosti
ostale nepromenjene. Dakle, dok konvencionalni hemoterapeutici pokazuju malu
specifičnost i veliku sistemsku toksičnost, leukotoksin bi mogao da predstavlja novi
bioterapijski koncept koji bi mogao da se koristi ciljano u lečenju poremećaja bele
krvne loze.
Iako je od otkrića ovog toksina prošlo skoro 30 godina, detalji njegove biologije
su još uvek nedovoljno poznati. Važna pitanja koja još uvek čekaju odgovore su:
mehanizam kojim LtxA napada ćeliju domaćina, fiziološki doprinos LtxA bolesti i kako
LtxA prepoznaje i napada eritrocite. Veoma je važna činjenica da zbog svoje prirodne
toksičnosti i specifičnosti vezivanja za pojedine vrste leukocita, leukotoksin bi se
mogao razmatrati kao efikasno i bezbedno terapijsko sredstvo u tretmanu pojedinih
malignih oboljenja bele krvne loze (Kahlany, 2010B).
Drugi, takođe veoma potentan faktor virulencije bakterije A.
actinomycetemcomitans je citoletalni toksin istezanja koji svojom aktivnošću prekida
ćelijski ciklus mnogih eukariotskih ćelija u G2 fazi što dovodi do apoptoze ćelije.
Koristeći parove prajmera koji su homologi sa genima cdtA, cdtB i cdtC prema
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uslovima preuzetim iz literature (Ahmed i sar., 2001), nismo dobili očekivane rezultate.
Promene uslova PCR reakcije u smislu PCR reakcione smeše, finalne zapremine,
polimeraze i temperaturnih uslova reakcije (restriktivniji temperaturni uslovi-aniling
60°C, touch-down PCR) nisu dale pozitivan rezultat. Ovakav nalaz je verovatno
posledica malog stepena homologije sekvence korišćenih prajmera sa sekvencom
cdtABC operona naših izolata, a ne odsustva gena za CDT.
U literaturi su opisani brojni slučajevi gde nisu dokazani nijedan od cdt gena, ili
su dokazani samo jedan ili dva gena. Fabris i sar. (2003) su ispitivali toksični efekat
lizata bakterije A. actinomycetemcomitans različitog geografskog porekla (Brazil,
Kenija, Japan i Švedska) izolovanih kod pacijenata sa različitim parodontalnim
statusom, na jajne ćelije kineskog hrčka. Od 40 izolata, 39 je ispoljilo toksični efekat,
odnosno uzrokovalo morfološke promene jajnih ćelija. Kod 30% izolata je nedostajao
bar jedan cdt gen, što nije iznenađujuće jer se zna da se lokus cdt gena nalazi na
nestabilnom regionu hromozoma (Mayer i sar., 1999). Međutim, polovina ovih izolata
je dala amplikone u PCR reakciji umnožavanja operona cdtABC, što ukazuje na
prisustvo gena ali i na odsustvo homologije sa korišćenim prajmerima za svaki
pojedinačni gen. Neki od ovih izolata su pokazali izuzetno nisku toksičnu aktivnost čak
i u većim koncentracijma lizata. Jedini izolat koji nije posedovao cdtB gen nije pokazao
toksičnu aktivnost, što je i očekivano obzirom da se zna da je CdtB glavna komponenta
ovog holotoksina. Interesantno je i da je jedini izolat koji je posedovao samo cdtB gen
ispoljavao veoma mali toksični efekat na jajne ćelije, kao i to da je 50% izolata pokazao
minimalnu toksičnost (manje od 20% jajnih ćelija je imalo morfološke promene) čak i
pri najvećim količinama toksina korišćenih u tom eksperimentu (20 μg). Rezultati ove
studije nisu mogli potvrditi jasnu vezu između aktivnosti CDT i parodontalnog statusa
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(Fabris i sar., 2002). Odsustvo cdtABC gena je opisano i među A.
actinomycetemcomitans izolatima u Japanu (Yamano i sar., 2003)  i Kini (Leung i sar.,
2005; Tan i sar., 2002).
Jako je mali broj istraživanja koji se bavio ispitivanjem citotoksičnog efekata
bakterije A. actinomycetemcomitans na različite ćelijske kulture. U cilju ispitivanja
citotoksičnog efekta na U937 ćelijsku liniju makrofaga korišćeni su cele bakterijske A.
actinomycetemcomitans ćelije, supernatant kulture i prečišćen leukotoksin. Rezultati
istraživanja su pokazali da supernatant ima toksičniji efekat od bakterija, da ne usporava
i ometa rast ćelija nego da ostvaruje brz letalni efekat na PMA-indukovane
(diferentovane) U937 ćelije. Leukotoksin ispoljava najveću toksičnu aktivnost i za
razliku od supernatanta i bakterija dovodi do smrti i PMA-indukovanih i neindukovanih
U937 ćelija. Osetljivost PMA-indukovanih U937 ćelija na dejstvo bakterija i
supernatanta bakterijske kulture je posledica povećane ekspresije LFA-1 antigena.
Pokazano je da ove ćelije poseduju na ćelijskoj membrani više CD11 i CD18 receptora
za koje se vezuju solubilni faktori supernatanta A. actinomycetemcomitans bakterijske
kulture (Fukunaga & Tsuruda, 2001). Sugai i sar. su pokazali da CDT prisutan i u
supernatantu kulture i u ćelijama A. actinomycetemcomitans Y4 izolata indukuje prekid
rasta HeLa ćelija (Sugai i sar., 1998). U drugim istraživanjima je dokazana inhibicija
rasta  humanih fibroblasta nakon delovanja A. actinomycetemcomitansa (Shenker i sar.,
1982), zatim prekid ćelijskog ciklusa indukovan CDT-om kod humanih keratinocita
(Sugai i sar., 1998), kao i imunosupresivno dejstvo na T i B limfocite (Shenker i sar.,
1990). Leung i sar. su pokazali da je na monolejeru epitelnih ćelija periodontalnog
ligamenta došlo do promena u konfluentnosti i pripoju ćelija za predmetno stakalce, kao
i da je izlaganje dejstvu bakterije A. actinomycetemcomitans dovelo do povećanja
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veličine ćelija. Izolat koji je posedovao cdtABC gen i JP2 ltx promotor je indukovao
najekstenzivnija oštećenja na ćelijskoj kulturi, dok je izolat sa 652 promotorom za
leukotoksin i nedostatkom cdtABC gena ispoljio najslabiji citotoksični efekat (Leung i
sar., 2005). Ovi nalazi potvrđuju uverenje da su egzotoksini koje produkuje A.
actinomycetemcomitans izuzetno virulentni faktori agresije i doprinose toksičnosti ovog
mikroorganizma.
Analize bakterijske DNK ukazale su na izuzetno veliku sličnost neoralnih izolata i
onih koji su izolovani iz usne duplje, što vodi ka zaključku da se mikroorganizmi iz usta
sistemskom cirkulacijom diseminuju do udaljenih organa (Muhle i sar., 1979; Paju i
sar., 2000; Paturel i sar., 2004). Istraživanja su pokazala da je A.
actinomycetemcomitans  povremeno odgovoran i za nastanak infektivnog endokarditisa
(oko 0.6% slučajeva), perikarditisa, pneumonije, infektivnog artritisa, osteomijelitisa,
sinovitisa, kožnih infekcija, infekcija urinarnog trakta, apscesa, bakterijemije i
septikemije (van Winkelhoff & Slots, 1999). Prisustvo DNK ove bakterije je dokazano
u 18% uzoraka aterosklerotskih plakova (Fiehn i sar., 2005; Haraszthy i sar., 2000B;
Marques da Silva i sar., 2005; Pucar i sar., 2007; Zaremba i sar., 2007), što govori u
prilog teoriji da su parodontalna oboljenja faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih
oboljenja. Međutim, prisustvo vijabilnih oralnih bakterija još uvek nije dokazano (Fiehn
i sar., 2005; Kozarov i sar., 2005).
Istraživanja su pokazala da u slučaju dobrog oralnog zdravlja i održavanja
optimalne oralne higijene, samo mali broj fakultativnih anaeroba dospeva u cirkulaciju.
Međutim, u situaciji loše oralne higijene, broj kolonizovanih bakterija na zubima, a
naročito supragingivalno, može da se poveća 2 – 10 puta (Loesche, 1997), što vodi ka
povećanju prevalence i opsežnosti bakterijemije.
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Veza parodontopatije i sistemskih oboljenja se može objasniti i zajedničkim
faktorima rizika za njihov nastanak. Logično je da mnogi faktori rizika koji pospešuju
inflamaciju i tako predisponiraju određene osobe za parodontopatiju, takođe stvaraju
pogodno tlo za razvoj drugih multifaktorijalnih bolesti koje u sebi sadrže inflamatornu
komponentu: kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti, prevremeni porođaj, neke
bolesti respiratornog sistema (hronična opstruktivna plućna bolest i akutna bakterijska
pneumonija), kao i da mogu da utičnu na glikoregulaciju. Takođe, subgingivalni
dentalni plak kod obolelih od parodontopatije obiluje Gram negativnim
mikroorganizmima, a prisustvo ovih bakterija obezbeđuje kontinuirani rezervoar LPS-a
koji stimuliše pokretanje imunog odgovora, i lokalno u tkivu i na mestima gde dopre
cirkulacijom. Proinflamatorni citokini IL-1β, TNF-α, IFN-γ i prostaglandin E2 (PGE2)
dostižu visoke koncentracije lokalno u tkivu u toku parodontopatije (Page, 1998), i
ukoliko dospeju u sistemsku cirkulaciju mogu dovesti do sistemskih efekata.
Neka istraživanja su pokazala da oralne infekcije povećavaju rizik ili u značajnoj
meri doprinose rođenju dece male telesne težine ili dovode do pojave spontanog
prevremenog porođaja. Histološki nalaz horioamnionitisa je često prisutan čak i u
odsustvu infekcije vagine (vaginoze) ili cerviksa, što upućuje na razmišljanje da bi
udaljena infekcija ili sepsa mogla da ima za cilj  mebrane placente (Hillier i sar., 1988,
1995). Poznato je da proinflamatorni citokini IL-1β, TNF-α, IFN-γ indukuju sintezu
prostaglandina što vodi ka porođaju. Istraživanja su pokazala da se u amnionskoj
tečnosti žena koje su se  prevremeno porodile sa prisutnom infekcijom amnionske
tečnosti nalazile veće koncentracije prostagladina nego kod onih koje su bile bez
infekcije amnionske tečnosti (Offenbacher i sar., 1996).
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Primarni etiološki faktor parodontopatije su Gram-negativne anaerobne bakterije
sadržane u subgingivalnom biofilmu. Tokom trudnoće, naročito u drugom trimestru,
povećava se broj anaerobnih bakterijskih vrsta u dentalnom plaku (Kornman &
Loesche, 1980). Navedene bakterije mogu da stvaraju različite bioaktivne molekule koji
na različite načine utiču na domaćina. Verovatno najvažnija od ovih komponenti je
endotoksin koji  stimuliše makrofage i druge ćelije da sintetišu i sekretuju veliki broj
bioaktivnih molekula, uključujući citokine (IL-1β, TNF-α, IL-6), PGE2, i matriksne
metaloproteinaze - kolagenaze, gelatinaze, elastaze (Darveau i sar., 1997; Offenbacher i
sar., 1998B). Teorijski, ove bioaktivne molekule bi, ukoliko bi se našle u sistemskoj
cirkulaciji i prošle placentalnu barijeru, mogle da povećaju fiziološki nivo PGE2  i
TNF-α u amnionskoj tečnosti i indukuju prevremeni porođaj. Dakle, isti medijatori
inflamacije koji su značajni u patogenezi parodontopatije imaju važnu ulogu i u
započinjanju porođaja.
Kada se razmatraju putevi kojima bi parodontopatija mogla da ima uticaj na
porođaj, treba imati u vidu da su parodontopatogeni neophodni, ali ne i dovoljni za
nastanak i razvoj parodontopatije i da bi osnovna determinanta prijemčivosti i težine
bolesti mogao da bude inflamatorni odgovor domaćina (Offenbacher, 1996A).
Udruženost izmedju parodontopatije i spontanog prevremenog porođaja bi mogla da
bude odraz izmenjenog imunoinflamatornog puta koji čini pacijentkinju prijemčivom za
oba patološka stanja. Prema tome, parodontopatija bi mogla da bude pokazatelj
prijemčivosti za spontani prevremeni porođaj, kao i specifični faktor rizika za isti.
Dosadašnja ispitivanja, iako na realtivnom malom uzorku,  su pokazala postojanje
udruženosti parodontopatije i spontanog prevremenog porođaja. Rezultati kliničkih
studija su pokazali da su majke koje su se spontano prevremeno porodile uglavnom
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imale teže oblike parodontopatije nego majke koje su donele na svet odojčad normalne
telesne težine u regularnom terminu (Offenbacher i sar., 1996; Offenbacher i sar.,
1998A). Ovakav nalaz može da sugeriše na to da su parodontalni status majke,
biohemijske karakterisrike gingivalne tečnosti i mikrobiološki sastav dentalnog plaka u
vezi sa spontanim prevremenim porođajem i rađanjem dece male telesne težine.
Takođe, ovi rezultati govore u prilog postojanja potrebe za uvođenjem stomatologije u
tokove opšte medicine, odnosno za uspostavljanje tzv. „medicinskih indikacija“ za
parodontološko lečenje u cilju očuvanja opšteg zdravlja pacijenta.
Obzirom da je pokazano je da se u osoba sa punom kliničkom slikom
parodontopatije redovno odvija tranzitorna bakterijemija, postoji mogućnost i
hematogene translokacija parodontalnih patogena u fetopolacentalnu jedinicu, odnosno
njihovog efekta na ćelije placente. Prekursorske ćelije humane placente, trofoblasti,
prve se pojavljuju već četvrtog dana nakon fertilizacije kao spoljašnji sloj ćelija
blastociste i kasnije se diferentuju u druge tipove ćelija humane placente. Trofoblasti
imaju krucijalan značaj u odvijanju uspešne i zdrave trudnoće, jer posreduju u kritičnim
događajima kao što su implantacija, produkcija hormona trudnoće, imunskoj zaštiti
ploda, povećanju protoka krvi majke kroz placentu i porođaju. U toku ovog istraživanja
ispitivan je citotoksični efekat A. actinomycetemcomitans izolata na ekstravilusnu
trofoblastnu ćelijsku liniju HTR-8/SVneo ćelije. HTR-8/SVneo ćelijska linija dobijena
iz humanog invazivnog ekstravilusnog trofoblasta je vrlo dobro okarakterisana (Graham
i sar., 1993) i koristi se prilikom ispitivanja regulatornih mehanizama migracije i
invazije ekstravilusnog trofoblasta (Gleeson i sar., 2001; Chakraborthy i sar., 2003;
Huber i sar., 2006). U literaturi je opisan citotoksični efekat bakterije Porphyromonas
gingivalis na pojedine ćelijske linije trofoblasta, odnosno potvrđeno je prisustvo ove
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bakterije u sinciciotrofoblastima, horionskim trofoblastima, decidualnim ćelijama i
amnionskim epitelnim ćelijama (Katz i sar., 2009). Iz tog razloga je u ovom istraživanju
bakterija P. gingivalis korišćena kao pozitivna kontrola. Rezultati ovog istraživanja su
pokazali da su HTR-8/SVneo ćelije osetljive ne tretman P. gingivalis, ali da vremenska
ni dozna zavisnost nemaju uticaja na broj živih ćelija nakon tretmana bakterijom P.
gingivalis, jer se broj živih ćelija smanjio 47,2% u odnosu na kontrolu šest sati posle
infekcije, dok je 24 sata od infekcije broj vijabilnih ćelija iznosio približno 58% u
odnosu na kontrolu (Grafik 3.6).
U početku ovog istraživanja, u fazi optimizacije uslova eksperimenta, trofoblastne
ćelije su inficirane većim brojem bakterija A. actinomycetemcomitans (MOI=500 i
MOI=5000), a efekat infekcije se pratio nakon šest sati i 24 sata. Povećanje broja živih
HTR-8/SVneo ćelija, 316,8% u odnosu na kontrolu, koje se uočavalo nakon šest sati od
infekcije pri MOI=5000, prelazilo je u značajno smanjenje 24 sata posle infekcije.
Nemerljiva apsorbanca je govorila u prilog potpune lize HTR-8/SVneo ćelija (rezultati
nisu prikazani), pa je zbog toga u daljim eksperimentima korišćen manji broj bakterija
(MOI=50 i 500) i period inkubacije od 48h.
Blago smanjenje broja živih ćelija, 24,6% u odnosu na kontrolu je uočeno šest sati
nakon infekcije bakterijom A. actinomycetemcomitans pri MOI=500, prelazi u statistički
značajno smanjenje od 79.7% nakon 24 sata (Grafik 3.5). Dakle, broj živih
ekstravilusnih trofoblasnih ćelija se značajno više smanjio kao posledica delovanja
bakterije A. actinomycetemcomitans posle 24h u odnosu na efekat bakterije
Porphyromonas gingivalis.
Međutim, 48 sati nakon infekcije bakterijom A. actinomycetemcomitans došlo je
do statistički značajnog povećanja apsorbance, u poređenju sa periodom od 24 sata, bez
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obzira na broj bakterija koji je korišćen u tretmanu (Grafik 3.5). Ovi rezultati otvaraju
dalje mogućnosti ispitivanja, u smislu utvrđivanja da li je povećanje apsorbance nastalo
kao posledica povećane proliferacije ili zbog povećanja njihove metaboličke aktivnosti
nakon infekcije.
Prema našim saznanjima ovo je prvo istraživanje gde je pokazan efekat bakterije
A. actinomycetemcomitans na HTR-8/SVneo ćelijsku liniju trofoblasta, međutim
neophodna su dalja istraživanja koja će pokazati koja vrsta ćelijske smrti nastupa kao
rezultat infekcije-apoptoza ili autofagija.
Ova istraživanja sprovedena u uslovima in vitro predstavljaju osnov za dalje
ispitivanje uticaja parodontopatogena na trofoblaste. Ne bi trebalo zanemariti
mogućnost uticaja bakterija subgingivalnog dentalnog plaka na nastanak
eklampsije/preeklampsije, za koje se sada zna da nisu oboljenja nego sindromi koji
nastaju kao posledica udruženog delovanja više faktora, i jedan od najčešćih nalaza u
preeklampsiji je smanjenje ili potpuno odsustvo invazije trofoblasta u spiralne arterije
majke. U literaturi postoje brojni radovi novijeg datuma koji nedvosmisleno govore o
pozitivnoj korelaciji parodontopatije i preeklampsije (Hirano i sar., 2012; Kunnen i sar.,
2007; Vergens, 2008). Takođe, otvara se široko polje ispitivanja uloge
parodontopatogena u nastanku komplikacija prvog trimestra trudnoće (npr. rani prekid
trudnoće), pa bi buduća istraživanja trebalo usmeriti u pravcu rasvetljivanja veze
parodontopatija i različitih patologija trudnoće.
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7.  ZAKLJUČCI  ISTRAŽIVANJA
 Kultivacijom determinisana prevalencija bakterije A. actinomycetemcomitans u
našoj populaciji iznosi oko 20%, pri čemu je 90% izolata detektovano kod osoba
obolelih od agresivne parodontopatije.
 Kultivacija uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka na Kolumbija podlozi  u
cilju identifikacije bakterije A. actinomycetemcomitans se pokazala kao veoma
zametna i nesigurna.
 Kultivacija uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka na selektivnoj TSBV
podlozi u cilju identifikacije A. actinomycetemcomitans se pokazala vrlo
efikasnom, ali je za selekciju potencijalnih kandidata neophodno posmatrati
kolonije pod  svetlosnim mikroskopom.
 Najjednostavnija i najjeftinija metoda izolacija DNK bakterije A.
actinomycetemcomitans tretmanom visokom temperaturom se pokazala
neefikasnom, kao i  izolacija DNK fenolom.
 Izolacija ukupne DNK A. actinomycetemcomitans je uspešna samo primenom
pojedinih komercijalnih ekstrakcionih kitova.
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 Način kultivacije, odnosno da li se kultivacija obavlja na čvrstoj ili u tečnoj
podlozi, ne utiče na efikasnost izolacije DNK bakterije A.
actinomycetemcomitans.
 Izolati su pokazali adhezivna svojstva tokom kultivacije u tečnim medijumima i
nakon šest meseci kontinuiranog presejavanja.
 Identifikacija bakterije A. actinomycetemcomitans  PCR-om pomoću sekvence
dela gena za 16S rRNK se nije pokazala uspešnom. Prajmeri specifični za vrstu
su umnožili DNK i drugih bakterijskih vrsta prisutnih u uzorku subgingivalnog
dentalnog plaka. Na osnovu ovih rezultata postavlja se pitanje neophodnosti
pozitivne kontrole obzirom da očekivani PCR produkt govori u prilog lažno
pozitivnog rezultata.
 Multipleks PCR reakcije u cilju serotipizacije A. actinomycetemcomitans  izolata
primenjene prema literaturi nisu dale očekivani rezultat.
 Konvencionalni PCR u cilju serotipizacije sa istim parovima prajmera kao i za
multipleks PCR, ali pod restriktivnijim temperaturnim uslovima, je pokazao
prisustvo serotipova b i e među A. actinomycetemcomitans izolatima u našoj
populaciji. Samo kod jednog ispitanika, obolelog od hronične parodontopatije, je
detektovano prisustvo 2 serotipa, b i e. Kod ostalih ispitanika koji su bili
kolonizovani bakterijom A. actinomycetemcomitans utvrđeno je prisustvo
serotipa e.
120
 A. actinomycetemcomitans izolati u našoj populaciji se ne odlikuju
hiperleukotoksičnim fenotipom.
 PCR reakcija umnožavanja promotorskog regiona ltx operona se pokazala vrlo
specifičnom u pogledu identifikacije bakterije A. actinomycetemcomitans.
 Odsustvo sva tri gena cdt operona kod svih kliničkih A. actinomycetemcomitans
izolata ukazuje na mali stepen homologije sekvence korišćenih prajmera sa
sekvencom cdtABC operona naših izolata. Ovakav nalaz ne bi trebalo tumačiti
odsustvom gena za CDT.
 A. actinomycetemcomitans izolati iz subgingivalnog dentalnog plaka su pokazali
efekat inhibicije rasta na ćelijsku liniju trofoblasta.
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